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HOOFDSTUK 1 
L I T E R A T U U R O V E R Z I C H T 
1-1 Enke le a s p e c t e n v a n c e l l u l a i r e i m m u n i t e i t 
I m m u n o l o g i s c h e r e a c t i e s kunnen g lobaa l w o r d e n 
o n d e r s c h e i d e n in r e a c t i e s die doo r h u m o r a l e an t i s tof fen 
w o r d e n t e w e e g g e b r a c h t en in r e a c t i e s die to t s t and k o m e n 
v ia c e l l e n . De l a a t s t g e n o e m d e r e a c t i e s w o r d e n s inds 
o n g e v e e r 1967 ( M a c k a n e s s e . a . 1967, D a n n e n b e r g 1968, 
Roi t t e . a . I969) aangedu id a l s " c e l l - m e d i a t e d i m m u n i t y . " 
Wij g e b r u i k e n h i e r v o o r de t e r m c e l l u l a i r e i m m u n i t e i t 
hoewe l d e z e b e n a m i n g n ie t zo nauwkeur ig he t i m m u n o -
l o g i s c h e v e r s c h i j n s e l o m s c h r i j f t a l s de e n g e l s e t e r m . 
We k e n n e n nu een g r o t e v e r s c h e i d e n h e i d van in v i t r o en 
in v ivo b i o l o g i s c h e s y s t e m e n w a a r i n c e l l u l a i r e i m m u n i -
t e i t z ich kan m a n i f e s t e r e n . Nog n ie t zo lang g e l e d e n 
kende m e n s l e c h t s één s y s t e e m , de o v e r g e v o e l i g h e i d s 
r e a c t i e van he t t u b e r c u l i n e of " d e l a y e d " type of type IV 
a l l e r g i s c h e r e a c t i e . D e z e r e a c t i e w o r d t v e r o o r z a a k t 
door g e s e n s i b i l i s e e r d e c e l l e n . Ze heeft e e n b e l a n g r i j k e 
r o l g e s p e e l d bi j o n d e r z o e k om inz ich t in he t m e c h a n i s m e 
van deze s o o r t i m m u n o l o g i s c h e v e r s c h i j n s e l e n te v e r -
k r i j g e n . N a d e r h a n d z i jn d i v e r s e s y s t e m e n onde rkend 
die op he tze l fde m e c h a n i s m e b e r u s t e n en in v i t r o kunnen 
w o r d e n b e s t u d e e r d . Ze hebben he t i nz ich t op he t geb ied 
van de c e l l u l a i r e i m m u n i t e i t in b e l a n g r i j k e m a t e v e r -
d i ep t . De c e l l u l a i r e i m m u n i t e i t s p e e l t een b e l a n g r i j k e 
ro l b i j f y s io log i sche en p a t h o l o g i s c h e p r o c e s s e n , zoa l s 
de w e e r s t a n d t e g e n v e l e i n f ec t i e s , de i m m u n i t e i t bi j 
t r a n s p l a n t a t i e s en de w e e r s t a n d t e g e n t u m o r e n en a u t o -
i m m u u n z i e k t e n . 
Bij c e l l u l a i r e i m m u n i t e i t z i jn v e r s c h i l l e n d e typen 
c e l l e n b e t r o k k e n : lymfocy ten en f a g o c y t e r e n d e c e l l e n . 
De lymfocy ten w o r d e n o n d e r v e r d e e l d in T - l y m f o c y t e n 
( " t h y m u s - d e r i v e d " of " t h y m u s - d e p e n d e n t " lymfocy ten) 
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en B - l y m f o c y t e n ("bone m a r r o w - d e r i v e d " l ymfocy ten 
bi j z o o g d i e r e n of " b u r s a - d e p e n d e n t " l y m f o c y t e n bij 
v o g e l s ) . De T - l y m f o c y t e n f u n c t i o n e r e n a l s e f fec tor van 
de c e l l u l a i r e i m m u n i t e i t . D a a r n a a s t w o r d t de e f f ec to r -
funct ie ook doo r f a g o c y t e r e n d e c e l l e n ( m o n o c y t e n en 
w e e f s e l m a c r o f a g e n ) u i tgeoefend . L y m f o c y t e n en m a c r o -
fagen w e r k e n h i e r b i j s a m e n . 
Het p r o c e s van de c e l l u l a i r e i m m u n i t e i t kan g lobaa l 
en s c h e m a t i s c h a l s volg t w o r d e n b e s c h r e v e n . Na con t ac t 
van T - l y m f o c y t e n m e t a n t i g e e n - w a a r b i j n ie t n a d e r za l 
w o r d e n i ngegaan op de wi jze w a a r o p con tac t tot s t and 
k o m t - w o r d e n d e z e c e l l e n spec i f i ek g e s e n s i b i l i s e e r d . 
De g e s e n s i b i l i s e e r d e lymfocy ten kunnen nu een effect 
u i toefenen op m a c r o f a g e n t engevo lge w a a r v a n de m a c r o -
fagen w o r d e n g e a c t i v e e r d . Door de a c t i v a t i e n e e m t de 
h o e v e e l h e i d l y s o s o m a l e e n z y m e n v a n de m a c r o f a g e n toe 
e v e n a l s he t v e r m o g e n om i n t r a c e l l u l a i r e m i c r o b e n te 
doden of v r e e m d e c e l l e n op te r u i m e n . Ook s o m m i g e 
v i r u s s e n kunnen g e m a k k e l i j k e r doo r g e a c t i v e e r d e m a c r o -
fagen w o r d e n o p g e n o m e n en v e r n i e t i g d . De induc t ie van 
de l y m f o c y t e n is spec i f i ek , he t a g g r e s s i e v e v e r m o g e n 
van m a c r o f a g e n a s p e c i f i e k . De g e s e n s i b i l i s e e r d e l y m -
focyten kunnen ook r e c h t s t r e e k s c e l l e n a a n t a s t e n indien 
op de o p p e r v l a k t e van c e l l e n he t c o r r e s p o n d e r e n d e a n t i -
g e e n aanwez ig i s . Dit kan b i j v o o r b e e l d he t g e v a l z i jn 
bi j v i r u s i n f e c t i e s , ind ien op de o p p e r v l a k t e van g e ï n f e c -
t e e r d e c e l l e n d o o r v i r u s ge i ' nduceerde a n t i g e n e n a a n -
wez ig z i jn . T e n s l o t t e v o r m e n g e s e n s i b i l i s e e r d e l y m f o -
cy ten na spec i f i eke (en a spec i f i eke ) s t i m u l a t i e i n t e r f e r o n . 
Ook dit v e r s c h i j n s e l v o r m t een o n d e r d e e l van de c e l l u -
l a i r e i m m u n i t e i t . G e a c t i v e e r d e m a c r o f a g e n v o r m e n ook 
i n t e r f e r o n m a a r de m a c r o f a g e n sch i jnen zelf h i e r d o o r 
n ie t te w o r d e n b e s c h e r m d . Bi j de a c t i v e r i n g van m a c r o -
fagen en m o g e l i j k ook bi j de r e c h t s t r e e k s e w e r k i n g van 
l y m f o c y t e n op c e l l e n s p e l e n o p l o s b a r e stoffen die doo r 
l y m f o c y t e n w o r d e n g e v o r m d , de z o g e n a a m d e lymfok inen , 
een b e l a n g r i j k e r o l . De stoffen w o r d e n o n d e r s c h e i d e n 
n a a r hun w e r k i n g . Zo kent m e n lymfo tox inen , b l a s t o g e n e 
f a c t o r , c h e m o t a c t i s c h e f a c t o r , m a c r o f a g e n inh ib i t ie 
f a c t o r , t r a n s f e r f a c t o r en p r o l i f e r a t i e inh ib i t i e f a c t o r . 
De c h e m o t a c t i s c h e f a c t o r of f a c t o r e n kunnen o n t s t e k i n g s -
c e l l e n n a a r de p l a a t s van de infec t ie a a n t r e k k e n die een 
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niet-specif iek toxisch effect op cellen uitoefenen, zowel 
op geïnfecteerde als op niet-gefnfecteerde cellen. Ten-
gevolge hiervan worden de verbindingen tussen cellen 
verbroken. Virussen die zich rech t s t r eeks van cel op 
cel ve r sp re iden via verbindingen tussen cellen, kunnen 
nu alleen via ext racel lu la i re vloeistof andere cellen 
bereiken. Het gevolg is dat ze tijdens het t r anspor t aan 
antistoffen worden blootgesteld en hierdoor kunnen 
worden geïnact iveerd (Notkins 1974). 
E r komen hoe langer hoe mee r aanwijzingen dat de 
cel lu la i re immuniteit een belangrijke rol speelt bij het 
immunologische ve rweer tegen verschi l lende virusinfec-
t i e s . Wij hebben hierboven gewezen op p rocessen die 
misschien de beschermende werking van de cel lulaire 
immuniteit ten aanzien van virusinfect ies kunnen ve r -
k laren . 
Het verschi jnse l van de cel lula i re immuniteit is in 
dit overzicht slechts zeer beknopt en oppervlakkig be-
schreven. Het ligt buiten het kader van dit proefschrif t 
dit vraagstuk ui tgebreider te bespreken. Voor ui tvoeri-
ger l i te ra tuur willen wij verwijzen naar overz ich t sa r t i -
kelen en monografieën op dit gebied (Mackaness e. a. 
1967, Bloom e. a. 1971, Good e. a. 1972, v. Für th 1970, 
Elves 1972, Allison 1974, Mims 1974). Verder zij er op 
gewezen dat juist op het t e r r e in van de cel lulaire immu-
niteit voortdurend nieuwe gegevens in de l i t e ra tuur v e r -
schijnen tengevolge waarvan het inzicht in de mechanis -
men zich steeds wijzigt. Een algemeen aanvaarde theo-
r ie over de fundamentele p rocessen van de cel lula i re 
immunitei t is nog niet u i tgekr is ta l i seerd . Tenslotte 
willen wij nog verwijzen naar de proefschrif ten van 
Eustat ia (1971) en Soontiëns (1973) voor l i t e ra tuurgege-
vens betreffende lymfocyten en macrofagen die relevant 
zijn voor het onderzoek naar de re la t ie tussen v i russen 
en leukocyten. 
1-2 Congenitale rubella en cel lulaire immuniteit 
Er zijn aanwijzingen dat de cel lulaire immuniteit 
ook van betekenis is voor de weers tand tegen rubella . 
Met name bij patiënten met het congenitale rubella 
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s y n d r o o m is h i e r n a a r o n d e r z o e k v e r r i c h t . Bij deze p a -
t i ë n t e n v indt m e n l a n g d u r i g e v i r u s u i t s c h e i d i n g in de 
u r i n e en de f a e c e s . V e r d e r is e r bij hen g e d u r e n d e 
lange ti jd v i r u s a a n t o o n b a a r in a a n g e t a s t e o r g a n e n , zoa l s 
lymfoi'd w e e f s e l , t h y m u s , l e n s , huid, s p i e r w e e f s e l en 
in de l i quor (Heggie e . a . 1965, H o r t s m a n n е. a. 1965, 
B e l l a n t i e . a . 1965). Het v i r u s p e r s i s t e e r t , t e r w i j l e r 
bij de p a t i ë n t toch a n t i l i c h a m e n t egen r u b e l l a v i r u s , 
zowel van he t type IgG a l s van he t type IgM, a a n t o o n b a a r 
zi jn (Dent e. a. 1968, Olson e . a . 1966, Al fo rd 1965). 
Men heeft v e r s c h i l l e n d e v e r o n d e r s t e l l i n g e n g e o p p e r d 
t e r v e r k l a r i n g van deze w a a r n e m i n g : 
1. De gevonden a n t i l i c h a m e n zouden m i n d e r " v o l w a a r d i g " 
z i jn; 
2. De v o r m i n g van i n t e r f e r o n zou g e s t o o r d z i jn; 
3 . E r zou een defec t zi jn in de spec i f i eke c e l l u l a i r e 
a f w e e r . 
Ad. 1 A l s v o o r n a a m s t e a r g u m e n t v o o r de v e r o n d e r -
s te l l ing dat e r een insuf f ic iën t ie van de h u m o r a l e i m m u -
n i t e i t zou zi jn, gold een door P i o t k i n (1966) b e s c h r e v e n 
g e v a l van congen i t a l e r u b e l l a , da t g e p a a r d ging m e t 
a g a m m a g l o b u l i n e m i e . Dit is e c h t e r he t enige in de 
l i t e r a t u u r b e s c h r e v e n geva l van een c o m b i n a t i e van deze 
be ide afwi jk ingen. Uit in v i t r o p r o e v e n bl i jk t d a a r e n t e g e n 
da t de bi j congen i t a l e r u b e l l a g e v o r m d e a n t i l i c h a m e n op 
n o r m a l e wi jze r e a g e r e n : ze z i jn in s t a a t om r u b e l l a v i r u s 
te n e u t r a l i s e r e n (Rawls 1968). Na he t o p t r e d e n van in-
t e r c u r r e n t e i n f ec t i ez i ek t en bi j k i n d e r e n m e t congen i t a l e 
r u b e l l a v ind t e v e n e e n s n o r m a l e a n t i l i c h a a m v o r m i n g 
p l a a t s . M i c h a e l s (1969) vond da t p a t i ë n t e n m e t c o n g e n i -
t a l e r u b e l l a na inent ing m e t l evend m a z e l e n v a c c i n of 
p o l i o v a c c i n een g e r i n g e r e h o e v e e l h e i d a n t i l i c h a m e n 
v o r m d e n dan k i n d e r e n van een c o n t r o l e - g r o e p . N a d e r 
o n d e r z o e k l e e r d e , dat di t v e r s c h i j n s e l s l e c h t s o p t r e e d t 
zolang e r r u b e l l a v i r u s w o r d t u i t g e s c h e i d e n . Na t o e -
diening van te tanustoxol 'd aan p a t i e n t j e s m e t congen i t a l e 
r u b e l l a v ind t e r n o r m a l e a n t i s t o f v o r m i n g p l a a t s 
(Michae l s 1972). A a n g e z i e n de v e r m i n d e r d e p r o d u c t i e 
van a n t i l i c h a m e n na v a c c i n a t i e m e t l evend v i r u s v a c c i n 
v e r k l a a r d kan w o r d e n door i n t e r f e r e n t i e (z ie onde r ) , 
mag m e n c o n c l u d e r e n , dat de v e r o n d e r s t e l l i n g dat de 
h u m o r a l e i m m u n i t e i t insuff ic iënt zou zijn, geen afdoende 
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v e r k l a r i n g i s v o o r de p e r s i s t e n t i e van r u b e l l a v i r u s bi j 
congen i t a l e r u b e l l a in a a n w e z i g h e i d van a n t i l i c h a m e n . 
Ad 2 Het is d e n k b a a r dat de p e r s i s t e n t i e van r u b e l l a -
v i r u s b e r u s t op he t o n v e r m o g e n van r u b e l l a v i r u s om 
vo ldoende i n t e r f e r o n op te w e k k e n . De m e e s t e v i r u s s e n 
i n d u c e r e n i n t e r f e r o n . I n t e r f e r o n k o m t uit de ce l v r i j en 
kan v e r v o l g e n s de v i r u s v e r m e n i g v u l d i g i n g in a n d e r e 
c e l l e n r e m m e n . De v o r m i n g van i n t e r f e r o n kan w o r d e n 
b e s c h o u w d a l s een v e r d e d i g i n g s r e a c t i e van de g a s t h e e r . 
In t e g e n s t e l l i n g m e t de m e e s t e a n d e r e v i r u s s e n wekt 
r u b e l l a v i r u s weinig i n t e r f e r o n op. Dit i s aange toond in 
in v i t r o - p r o e v e n (Falcoff 1972, G r o s s b e r g 1972) en in 
v ivo bij congen i t a l e en p o s t n a t a l e r u b e l l a w a a r g e n o m e n 
( D r i n o v e c e. a. 1967, Olson e. a. 1967, Dent e. a. 1968, 
White e. a. 1968). Dit kan nie t w o r d e n t o e g e s c h r e v e n 
aan d e s t r u c t i e van even tuee l g e v o r m d i n t e r f e r o n . Nie t 
a l l e e n i n d u c e e r t r u b e l l a v i r u s m a a r wein ig i n t e r f e r o n ; de 
v e r m e n i g v u l d i g i n g van r u b e l l a v i r u s w o r d t ook n ie t g e -
r e m d doo r i n t e r f e r o n (De S o m e r e. a. 1967). Men heeft 
aange toond da t e r bi j congen i t a l e r u b e l l a doo r r u b e l l a -
v i r u s g e e n i n t e r f e r o n word t g e v o r m d . Het v e r m o g e n om 
i n t e r f e r o n te v o r m e n na infect ie m e t a n d e r e v i r u s s e n is 
bi j congen i t a l e r u b e l l a e c h t e r n ie t a a n g e t a s t . Dit b l i jk t 
onde r m e e r uit de w a a r n e m i n g , dat k i n d e r e n m e t c o n g e -
n i t a l e r u b e l l a na inent ing m e t m a z e l e n v a c c i n op n o r m a l e 
wi jze i n t e r f e r o n v o r m e n ( D e s m y t e r e. a. 1967). 
Ondanks he t g e r i n g e v e r m o g e n om i n t e r f e r o n te 
v o r m e n , b l i jk t r u b e l l a v i r u s in v i t r o wel m e t a n d e r e 
v i r u s s e n te kunnen i n t e r f e r e r e n ( P a r k m a n e . a . 1962, 
G ü s t e r s 1966, De S o m e r 1967). 
Ook in v ivo kon i n t e r f e r e n t i e w o r d e n aange toond . Bi j 
a p e n die e e r s t m e t r u b e l l a v i r u s w a r e n b e s m e t en v e r v o l -
g e n s m e t een p a r a l y t i s c h e d o s i s p o l i o v i r u s , on twikke lden 
z i ch g e e n v e r l a m m i n g e n ( D r i n o v e c e. a. 1967). E r zi jn 
aanwi j z ingen da t he t g e r i n g e v e r m o g e n van r u b e l l a v i r u s 
om i n t e r f e r o n op te wekken n ie t ge l i jk is v o o r v e r s c h i l -
l ende v i r u s s t a m m e n . P o t t e r e . a . (1973) vonden, dat 
d r i e in J a p a n ge i ' so l ee rde r u b e l l a v i r u s s t a m m e n wel hoge 
i n t e r f e r o n s p i e g e l s konden i n d u c e r e n . Deze s t a m m e n 
zouden g e e n t e r a t o g e n e w e r k i n g hebben . De s c h r i j v e r s 
w i j zen d e r h a l v e op de moge l i j khe id deze s t a m m e n v o o r 
v a c c i n a t i e te g e b r u i k e n . 
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Het is uit d i e r p r o e v e n bekend , dat jonge d i e r e n m i n -
d e r i n t e r f e r o n p r o d u c e r e n , dan o u d e r e d i e r e n . Dit is 
we l g e n o e m d a l s v e r k l a r i n g v o o r de g r o t e r e v a t b a a r h e i d 
van jonge d i e r e n v o o r v i r u s i n f e c t i e s . Dit v e r s c h i j n s e l 
zou ook van b e t e k e n i s kunnen zi jn v o o r de p e r s i s t e n t i e 
van r u b e l l a v i r u s bi j congen i t a l e r u b e l l a . 
Uit deze g e g e v e n s volgt , dat de moge l i j khe id b e s t a a t , 
da t de te g e r i n g e i n t e r f e r o n p r o d u c t i e v a n b e t e k e n i s i s 
b i j de b o v e n g e n o e m d e p a r a d o x . E e n afdoende v e r k l a r i n g 
is he t n i e t . 
Ad 3 Het i s ook moge l i jk da t de c e l l u l a i r e i m m u n i t e i t 
bi j congen i t a l e r u b e l l a g e r i n g e r i s en dat t engevo lge 
h i e r v a n he t v i r u s p e r s i s t e e r t . 
Voor een s t o r i n g van de c e l l u l a i r e a fweer bi j c o n g e -
n i t a l e r u b e l l a b e s t a a n v e r s c h i l l e n d e aanwi j z ingen . E r 
zi jn h i s t o l o g i s c h e afwijkingen in de mi l t , t h y m u s en 
l y m f k l i e r e n gevonden bij p a t i ë n t e n die o v e r l e d e n zi jn 
a a n he t congen i t a l e r u b e l l a s y n d r o o m (Naeye , 1965). 
B e r r y en T h o m p s o n (1968) v e r m e l d d e n dat van de 17 doo r 
hen b e s c h r e v e n g e v a l l e n van t h y m u s - d y s p l a s i e e r d r i e 
g e c o m b i n e e r d m e t congen i t a l e r u b e l l a v o o r k w a m e n . 
Olson е . a. (1967) b e s c h r i j v e n e e n v e r m i n d e r d e r e a c t i e 
v a n l y m f o c y t e n v a n p a t i ë n t e n m e t congen i t a l e r u b e l l a op 
p h y t o h e m a g g l u t i n i n e . S imons en F i t z g e r a l d (1968) vonden 
e c h t e r een n o r m a l e r e a c t i e v a n l ymfocy ten bi j k i n d e r e n 
m e t congen i t a l e r u b e l l a . Deze o n d e r z o e k e r s n o e m e n 
a l s moge l i j ke o o r z a a k van hun afwijkende bev ind ingen , 
da t z i j een a n d e r e c o n c e n t r a t i e van Phy tohämagg lu t i n ine 
g e b r u i k t h e b b e n . 
Het effect van r u b e l l a v i r u s op l y m f o c y t e n is e v e n e e n s 
in v i t r o b e s t u d e e r d . M o n t g o m e r y е . a. (1967) v o n d e n 
e e n v e r m i n d e r d e r e a c t i e v a n l y m f o c y t e n v a n n o r m a l e 
p e r s o n e n op m i t o g e n e stoffen, i n d i e n r u b e l l a v i r u s a a n 
de l y m f o c y t e n w e r d t o e g e v o e g d . Savel en P h i l l i p s (1970) 
z a g e n a l l e e n e e n v e r m i n d e r d e r e a c t i e bij g e b r u i k v a n 
l e v e n d r u b e l l a v i r u s , n i e t bij g e b r u i k v a n g e ï n a c t i v e e r d 
r u b e l l a v i r u s . Deze w a a r n e m i n g e n konden zowel door 
Olson e. a. (1968) a l s door S i m o n s e . a . (1968) w o r d e n 
b e v e s t i g d . 
Ook he t r e a c t i e v e r m o g e n v a n l ymfocy ten op s p e c i -
f ieke s t i m u l a t i e w a s bi j p a t i ë n t e n m e t congen i t a l e r u b e l -
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l a v e r m i n d e r d . Z o v o n d m e n da t l y m f o c y t e n van d e z e 
p a t i ë n t e n in g e r i n g e r e m a t e r e a g e e r d e n op v a c c i n i a -
v i r u s dan die van k i n d e r e n van een c o n t r o l e g r o e p 
(White e . a . 1968). 
O v e r g e v o e l i g h e i d van he t t u b e r c u l i n e of " d e l a y e d " 
type , ook we l type IV a l l e r g i s c h e r e a c t i e g e n o e m d , is 
ook een c r i t e r i u m v o o r de a a n w e z i g h e i d van spec i f i eke 
c e l l u l a i r e i m m u n i t e i t . Bij k i n d e r e n m e t congen i t a l e 
r u b e l l a w o r d e n e c h t e r geen v e r a n d e r i n g e n in type IV 
r e a c t i e w a a r g e n o m e n . K i n d e r e n m e t congen i t a l e r u b e l l a 
w e r d e n i n t r a c u t a a n m e t v e r s c h i l l e n d e an t igenen , o. a. 
Cand ida a l b i c a n s a n t i g e e n en v a c c i n i a v a c c i n , i n g e s p o t e n 
en v e r t o o n d e n een n o r m a l e h u i d r e a c t i e (White e . a . 1968, 
Olson e . a . 1967). Na v a c c i n a t i e m e t l evend v e r z w a k t 
r u b e l l a v a c c i n v indt m e n e v e n e e n s n o r m a l e type IV r e a c -
t i e s ( L a l l a e . a . 1973). De a fwezighe id van een s t o o r n i s 
van type IV r e a c t i e s houdt e c h t e r n ie t in dat de c e l l u -
l a i r e i m m u n i t e i t n o r m a a l i s . H u i d r e a c t i e s z i jn een on-
b e t r o u w b a r e m a a t s t a f om aan te t onen of e l d e r s in he t 
l i c h a a m spec i f i ek g e s e n s i b i l i s e e r d e l ymfocy ten , c . q . 
spec i f i eke c e l l u l a i r e i m m u n i t e i t , a anwez ig z i jn ( M a c k a -
n e s s , 1971). 
Dat r u b e l l a v i r u s een effect op l ymfocy ten ui toefent , 
kon ook uit a n d e r e w a a r n e m i n g e n w o r d e n a fge le id . Zo 
ontwikke l t z i ch bi j r u b e l l a , e v e n a l s bi j a n d e r e v i r u s -
in fec t i e s zoa l s m a z e l e n , w a t e r p o k k e n , inf luenza , ge l e 
k o o r t s en a d e n o v i r u s i n f e c t i e s , een l ymfocy topen i e 
( o v e r z i c h t s a r t i k e l G r e s s e r en Lang 1966). Na r u b e l l a -
v a c c i n a t i e n e e m t he t a a n t a l p e r i f e r e l y m f o b l a s t e n toe 
( L a l l a e . a . 1973). V e r d e r heef t m e n bij r u b e l l a m o r f o -
l o g i s c h e v e r a n d e r i n g e n van l y m f o c y t e n w a a r g e n o m e n , 
z o a l s c h r o m o s o m a l e a b e r r a t i e s (Kurok i 1966). 
Uit a l deze g e g e v e n s mag m e n c o n c l u d e r e n da t con-
g e n i t a l e r u b e l l a g e p a a r d gaa t m e t een s t o r i n g van de 
c e l l u l a i r e a f w e e r . Het o p t r e d e n van congen i t a l e r u b e l l a 
en van de h i e r m e e g e p a a r d g a a n d e g e s t o o r d e c e l l u l a i r e 
a f w e e r zouden he t gevolg kunnen z i jn van : 
a. e r f e l i j ke f a c t o r e n bij de v r u c h t ; 
b . i m m u n o l o g i s c h e afwijkingen t i j dens de g r a v i d i t e i t ; 
c . i m m u n o l o g i s c h e v e r a n d e r i n g e n t en gevo lge van 
in fec t ie m e t r u b e l l a v i r u s . 
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Ad. a Dat de g e s t o o r d e a fweer op e r fe l i jke f a c t o r e n 
zou b e r u s t e n onafhankel i jk van de v i r u s in fec t ie , is z e e r 
o n w a a r s c h i j n l i j k . Volgens L u n s t r ö m (1962) i s de k a n s 
op he t on t s t aan van he t congen i t a l e r u b e l l a s y n d r o o m 
o n g e v e e r 33%, w a n n e e r r u b e l l a in de e e r s t e m a a n d van 
de g r a v i d i t e i t o p t r e e d t (z ie ook P e c k h a m 1974). E e n zo 
hoge f r equen t i e van congen i t aa l g e s t o o r d e c e l l u l a i r e 
a fweer komt g e e n z i n s m e t de r e a l i t e i t o v e r e e n . 
Ad. b E r zi jn v e r s c h i l l e n d e aanwi j z ingen v o o r de op-
va t t ing , dat de c e l l u l a i r e a fwee r van de m o e d e r t i j dens 
de z w a n g e r s c h a p v e r m i n d e r d i s . Zo w o r d t he t m e c h a -
n i s m e w a a r d o o r de foetus on t snap t a a n een t r a n s p l a n t a -
t i e r e a c t i e doo r s o m m i g e o n d e r z o e k e r s t o e g e s c h r e v e n 
a a n v e r m i n d e r d e c e l l u l a i r e a fweer bi j de m o e d e r . Thong 
e . a . (1973), hebben aange toond dat de r e a c t i e van l y m -
focyten zowel op p h y t o h e m a g g l u t i n i n e en a l l o - a n t i g e n e n 
a l s op r u b e l l a v i r u s t i jdens de g r a v i d i t e i t v e r m i n d e r d i s . 
De v e r m i n d e r d e c e l l u l a i r e i m m u n i t e i t zou m e d e - v e r a n t -
w o o r d e l i j k kunnen zi jn v o o r e e n e r n s t i g e r v e r l o o p van 
v i r u s i n f e c t i e s t i j dens de g r a v i d i t e i t . V i r a e m i e en p a s s a -
ge van v i r u s n a a r de foetus bi j in fec t i e m e t r u b e l l a v i r u s 
zouden h i e r v a n he t gevolg kunnen z i jn . 
Ad. с De m e e s t w a a r s c h i j n l i j k e o o r z a a k v a n de v e r ­
m i n d e r i n g van de c e l l u l a i r e a f w e e r bij c o n g e n i t a l e r u b e l ­
la i s h e t r u b e l l a v i r u s zelf. Volgens d e z e opvat t ing zou 
h e t r u b e l l a v i r u s e e n o n d e r d r u k k e n d effect u i t o e f e n e n op 
de i m m u n o l o g i s c h e funct ie(s) v a n de l y m f o c y t e n . Het is 
d e n k b a a r da t r u b e l l a v i r u s a a n l y m f o c y t e n w o r d t g e a d s o r ­
b e e r d of da t h e t v i r u s l y m f o c y t e n b i n n e n d r i n g t en z i c h 
h i e r i n v e r m e n i g v u l d i g t , t e n g e v o l g e w a a r v a n de funct ie 
w o r d t a a n g e t a s t . H e t i s ook m o g e l i j k da t h e t v i r u s z i c h 
in a n d e r e c e l l e n , i. c . m o n o c y t e n of m a c r o f a g e n , v e r ­
m e n i g v u l d i g t en zo op i n d i r e c t e wi jze de funct ie v a n de 
l y m f o c y t v e r s t o o r t (Soont iëns en van d e r Veen, 1973). 
H i e r o n d e r z a l de l i t e r a t u u r be t r e f f ende de r e l a t i e t u s s e n 
r u b e l l a v i r u s en l e u c o c y t e n n a d e r w o r d e n b e s p r o k e n . 
De opvat t ing da t de c e l l u l a i r e i m m u n i t e i t door r u b e l l a -
v i r u s w o r d t o n d e r d r u k t , s lu i t a a n bi j bev ind ingen m e t 
a n d e r e v i r u s s e n , z o a l s h e r p e s v i r u s , ge l e k o o r t s v i r u s 
en p o l i o v i r u s ( N a h m i a s e . a . 1963, M a r t i n en K e r r 1968, 
o v e r z i c h t s a r t i k e l van G r e s s e r en Lang 1966, E d e l m a n 
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en Whee lock 1967, 1968, W i l l e m s e. a. 1969, Whee lock 
en Toy 1973, Soont iëns e n v . d . Veen 1973). 
1-3 Het kweken van r u b e l l a v i r u s 
Dat r u b e l l a door .^en v i r u s v e r o o r z a a k t w o r d t , is in 
1914 g e p o s t u l e e r d d o o r H e s s en in 1938 b e w e z e n d o o r 
H i r o en T a s a k a . Deze o n d e r z o e k e r s s l a a g d e n e r in de 
z i ek t e op gezonde v r i j w i l l i g e r s o v e r te b r e n g e n v ia n e u s -
s p o e l s e l da t d o o r een b a c t e r i e f i l t e r g e p a s s e e r d w a s . 
P a s in 1962 w e r d r u b e l l a v i r u s v o o r he t e e r s t g e l ' s o l e e r d . 
W e l i s w a a r had A n d e r s o n in 1954 een c y t o p a t h o l o g i s c h 
effect b e s c h r e v e n na ent ing van s e c r e e t uit de k e e l van 
een p a t i ë n t m e t r u b e l l a in een kweek van a p e n i e r c e l l e n , 
m a a r dit effect kon n ie t aan een van de pa t i ën t a fkoms t ig 
v i r u s w o r d e n t o e g e s c h r e v e n omda t in onbeën te c o n t r o l e -
kweken en in kweken die m e t m a z e l e n - v i r u s w a r e n b e e n t , 
s o o r t g e l i j k e v e r a n d e r i n g e n w e r d e n w a a r g e n o m e n . In 
I962 b e s c h r e e f P a r k m a n een m e t h o d e m e t behu lp w a a r -
van r u b e l l a v i r u s kon w o r d e n g e ï s o l e e r d en g e k w e e k t . 
Het v i r u s w e r d op i n d i r e c t e wi jze a a n g e t o o n d . P a r k m a n 
m a a k t e g e b r u i k van een i n t e r f e r e n t i e m e t h o d e . Kweken 
v a n p r i m a i r e a p e n i e r c e l l e n of van h u m a n e e m b r y o n a l e 
n i e r c e l l e n w e r d e n b e s m e t m e t s e c r e e t uit de k e e l van 
p a t i ë n t e n m e t r u b e l l a . Ze w e r d e n v e r v o l g e n s m e t E C H O -
v i r u s type 11 b e e n t . Het l a a t s t g e n o e m d e v i r u s d iende a l s 
" c h a l l e n g e " . In onbehande lde kweken v e r o o r z a a k t dit 
v i r u s een c y t o p a t h o l o g i s c h effect . Indien he t s e c r e e t 
r u b e l l a v i r u s b e v a t t e , w e r d he t c y t o p a t h o l o g i s c h effect 
d o o r E C H O - v i r u s type 11 o n d e r d r u k t . Dit b e r u s t t e op 
i n t e r f e r e n t i e t u s s e n r u b e l l a v i r u s en E C H O - v i r u s type 11. 
S e v e r е. a. (1962) k o n d e n d e z e w a a r n e m i n g e n r e p r o d u ­
c e r e n . Voor l i t e r a t u u r o v e r i n t e r f e r e n t i e w o r d t v e r w e ­
z e n n a a r h e t p r o e f s c h r i f t v a n C u s t e r s (1966). 
O n g e v e e r t e g e l i j k e r t i j d d e e l d e n W e i l e r en N e v a (1962) 
m e e dat r u b e l l a v i r u s in s t a a t w a s e e n c y t o p a t h o l o g i s c h 
effect in p r i m a i r e kweken v a n h u m a n e a m n i o n c e l l e n te 
v e r o o r z a k e n . Hoewel m e t b e h u l p v a n d e z e m e t h o d e h e t 
v i r u s d i r e c t kon w o r d e n a a n g e t o o n d , g a v e n de m e e s t e 
o n d e r z o e k e r s t o c h de v o o r k e u r a a n de i n t e r f e r e n t i e ­
m e t h o d e , o m d a t d e z e m e t h o d e g e v o e l i g e r en s n e l l e r w a s . 
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De hoevee lhe id r u b e l l a v i r u s w e r d u i t ged ruk t in InfDso; 
di t is de hoevee lhe id v i r u s die in de i n t e r f e r e n t i e p r o e f 
50% van het cy topa tho log i sch effect van he t " c h a l l e n g e " 
v i r u s r e m t . M c C a r t h y (1963) v e r b e t e r d e de m e t h o d e 
van W e i l e r en Neva door g e b r u i k te m a k e n van een c e l -
l i jn van k o n i j n e n i e r c e l l e n , w a a r i n he t cy topa tho log i s ch 
effect in de v o r m van m i c r o f o c i t e z i en w a s . E e n nog 
d u i d e l i i k e r w a a r n e e m b a a r c y t o p a t h o l o g i s c h effect zag 
L e e r h p y (1965) in een ce l l i jn van de c o r n e a van een 
koni jn . S indsd ien zi jn nog enige ce l l i j nen b e s c h r e v e n 
w a a r i n een cy topa tho log i sch effect w o r d t v e r o o r z a a k t 
en die b r u i k b a a r z i jn v o o r he t kweken v a n he t v i r u s . 
Een g e h e e l a n d e r e m e t h o d e die bovend ien g e s c h i k t 
is v o o r een n a u w k e u r i g e te l l ing van he t a a n t a l i n fec t i -
euze v i r u s d e e l t j e s , is door M a r c u s en C a r v e r (1965) 
b e s c h r e v e n . Deze m e t h o d e b e r u s t e n e r z i j d s op de i n t e r -
f e r e n t i e van r u b e l l a v i r u s m e t N e w c a s t l e d i s e a s e v i r u s 
(NDV) en a n d e r z i j d s op de h e m a d s o r p t i e van m e t NDV 
ge l 'n fec tee rde c e l l e n . E e n ce l l aag van a p e n i e r c e l l e n 
w e r d b e e n t m e t r u b e l l a v i r u s . Na 3-4 dagen w e r d e n de 
kweken m e t NDV a l s " c h a l l e n g e " v i r u s b e e n t . Na enige 
dagen w e r d e n r u n d e r e r y t h r o c y t e n t o e g e v o e g d . Met NDV 
beën te kweken die n ie t m e t r u b e l l a v i r u s zi jn v o o r b e h a n -
deld , a d s o r b e r e n de e r y t h r o c y t e n ; e r o n t s t a a t een p o -
s i t i e v e h e m a d s o r p t i e r e a k t i e . De i n t e r f e r e n t i e door 
r u b e l l a v i r u s m a n i f e s t e e r d e z i ch a l s g e b i e d e n w a a r i n 
e r y t h r o c y t e n o n t b r a k e n . D e z e p roe f w e r d dan ook h e m -
a d s o r p t i e - n e g a t i e v e p laque t e s t g e n o e m d . N a d e l e n van 
d e z e e l egan te m e t h o d e zi jn de b e w e r k e l i j k h e i d en de 
k a n s dat doo r f r equen t w a s s e n - w a t noodzake l i j k is bi j 
d e z e p roef - de c e l l a a g w o r d t b e s c h a d i g d . 
V a h e r i (1965, 1967, 1969) b e s c h r e e f een " d i r e k t e " 
p l a q u e - t e s t . De t i t r a t i e w e r d u i t g e v o e r d op een m o n o -
l a y e r van de h a m s t e r n i e r - c e l l i j n BHK21 (13S, ofde 
WI2 k loon) . Na he t en t en w e r d h i e r o p een " o v e r l a y " van 
a g a r a a n g e b r a c h t om v e r s p r e i d i n g van v i r u s doo r de 
b o v e n s t a a n d e v loe i s to f t e g e n te g a a n . Na 6-7 dagen 
on twikke lden z i ch p l a q u e s die goed z i c h t b a a r konden 
w o r d e n g e m a a k t d o o r de c e l l e n m e t k l e u r s t o f t e b e h a n -
d e l e n . R u b e l l a v i r u s kan ook op a n d e r e ce l l i j nen p l a q u e s 
t e w e e g b r e n g e n (Sato e . a. 1969, H e k k e r e . a . 1968, 
P i o t k i n I964) , doch deze p l a q u e s z i jn b l i j kens de 
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afbee ld ingen en b e s c h r i j v i n g e n m i n d e r duide l i jk dan de 
door V a h e r i b e s c h r e v e n p l a q u e s . 
Een i n f e c t i v i t e i t s t e s t v o o r r u b e l l a v i r u s m e t b e h u l p 
van de i m m u n o f l u o r e s c e n t i e r e a c t i e w e r d door Hobbins 
en Smi th (1968) en H a i r en Hadden (1972) g e p u b l i c e e r d . 
Met behu lp van deze t e c h n i e k kunnen de p r i m a i r g e ï n -
f e c t e e r d e c e l l e n w o r d e n ge te ld . Op deze wi jze kan een 
scha t t i ng w o r d e n g e m a a k t van he t a a n t a l in fec t ieve 
v i r u s d e e l t j e s . De t i t r a t i e m e t h o d i e k m e t behu lp van de 
i m m u n o f l u o r e s c e n t i e r e a c t i e i s b e w e r k e l i j k e r dan de 
p laque t e s t , en bovend ien m i n d e r gevoe l ig (Hobbins en 
Smi th 1968, H a i r e en Hadden 1972). 
1-4 F y s i s c h e en c h e m i s c h e e i g e n s c h a p p e n van r u b e l l a -
v i r u s 
R u b e l l a v i r u s b e z i t RNA, is v o o r z i e n van een m a n t e l 
en e r is s l e c h t s één s e r o l o g i s c h type b e k e n d . Het v i r u s 
i s i ngedee ld bij de t o g a v i r u s s e n (Norby 1969, M e l n i c k 
1971, H o r z i n e k 1973a , b ) . Het is t h e r m o l a b i e l en heef t 
een h a l f w a a r d e t i jd van 1 uur b i j 3 7 0 C . Het v i r u s kan 
bij - 7 0 o C g e d u r e n d e lange tijd w o r d e n b e w a a r d . Vo lgens 
de u i t k o m s t e n van e l e c t r o n e n m i c r o s c o p i s c h o n d e r z o e k 
b e d r a a g t de d i a m e t e r van he t v i r i o n 55 -65 nm ( B o n s -
dorff en V a h e r i 1969, H o r s t m a n n 1971, H i g a s h i 1973). 
Het v i r i o n beva t een e l e c t r o n e n d i c h t c e n t r u m m e t een 
d i a m e t e r van 35 n m . Het i s m o g e l i j k i n f ec t i eus RNA 
uit he t v i r i o n te e x t r a h e r e n . Dit heef t v e r m o e d e l i j k een 
m o l e c u l a i r gewich t van 3.106 D. ( H o r s t m a n n 1971). 
De s e d i m e n t a t i e - c o n s t a n t e van r u b e l l a v i r u s is 240 S 
( T h o m p s o n 1968). De s o o r t e l i j k e d i ch the id i s 1 ,16-1,18 
g / c m 3 ( M c C o m b s en Rawls 1968). E r z i jn d r i e s t r u c t u -
r e l e Po lypep t iden aange toond ( H o r s t m a n n 1971, H o r z i n e k 
1973). 
Het v i r u s k o m t v r i j doo r "budd ing" , of k n o p v o r m i n g 
aan de o p p e r v l a k t e van m e m b r a n e n . Dit g e s c h i e d t zowel 
a a n de c e l w a n d m e m b r a a n a l s a a n de m e m b r a a n v a n de 
b l a a s j e s van he t G o l g i - a p p a r a a t (Bonsdor f f en V a h e r i 
1969). In de m a n t e l van de v i r i o n e n w o r d e n c o m p o n e n t e n 
van de ce lwand van de g a s t h e e r c e l o p g e n o m e n . W a n n e e r 
he t v i r u s w o r d t gekweek t in c e l l e n v a n v e r s c h i l l e n d e 
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species , kunnen -door de inbouw van gastheerant igenen-
serologische var ianten ontstaan (Fogel en Piotkin 1967). 
In tegenstelling tot die a rbovi russen die eveneens 
bij de togavirussen worden ingedeeld, kan rubel lavirus 
niet met behulp van detergentia worden gespl i ts t in een 
"kern" en een mantelfract ie . Het heeft deze eigenschap 
gemeen met vogel leucaemievirussen. Verder bezit ten 
vogel leucaemievirussen, evenals rubel lavi rus , dr ie 
s t ruc ture le Polypeptiden. Ook bevat het rubel lavi rus , 
evenals vogel leucaemievirussen m e e r dan één glyco-
proteine-band bij e lectroforese op acry lamide-ge l 
(Vaheri 1968). Vanwege deze overeenkomst zou rubel la-
vi rus volgens Horstmann (1971) verwant zijn aan vogel-
leucaemievi russen . E r zijn echter geen aanwijzingen 
dat rubel lavirus bij de mens leucaemie kan veroorzaken. 
Verder heeft men bij rubel lavirus in tegenstelling tot 
de vogel leucaemievirussen en andere oncornavirussen 
geen r eve r se t r ansc r ip ta se kunnen aantonen (Temin en 
Bal t imore 1972). Bovendien zijn er verschi l len in de 
grootte van het RNA tussen rubel lavirus en oncorna-
v i russen . De sedimentat ie-constante van het RNA van 
rubel lavirus is 38-40 S, die van oncornavirussen 60-70 
S (Robinson 1967, Sedwick en Sokol 1970, Schlomm en 
Spiegelman 1971, Temin en Bal t imore 1972). 
1-5 Vermenigvuldiging van virus in leucocyten 
Men kan de v i rus- leucocyt relat ie bes tuderen uit 
het oogpunt van het v i rus en uit het oogpunt van de gas t -
hee r . Het ee r s t e aspect staat cent raa l in dit proefschrif t . 
Verschil lende v i russen kunnen zich vermenigvuldigen in 
de monocyt-makrofaag fractie van de witte bloedcellen. 
Bij de mens is dit aangetoond voor herpes simplex virus 
(Johnson 1964), ves icula i r s tomati t is v i rus (Wheelock 
1967) en poliovirus (Gresse r en Chany 1964, Soontiëns 
І97З). Bij muizen vond men dat Sendai v i rus , ves icula i r 
s tomatit is v i rus , reovirus, mengovirus en muizenhepa-
t i t i sv i rus type 3 zich in deze cellen kunnen vermenigvul­
digen (proefschrift Eustat ia 1971). 
De genoemde onderzoekingen betreffen in v i t ro s tudies . 
Indien men aanneemt dat deze uitkomsten de in vivo 
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s i t u a t i e w e e r s p i e g e l e n , zou m e n kunnen v e r o n d e r s t e l l e n 
dat de m a c r o f a a g in v ivo a l s g a s t h e e r c e l f u n c t i o n e e r t en 
b i j d r a a g t a a n de v e r s p r e i d i n g v a n v i r u s t i j dens i n f ec t i e s 
v ia b l o e d - en l y m f e s t r o o m . P u b l i c a t i e s o v e r in v ivo on-
d e r z o e k be t r e f f ende de r e l a t i e t u s s e n v i r u s en m o n o c y t -
m a c r o f a a g zi jn s c h a a r s . De g e v o e l i g h e i d van v e r s c h i l l e n -
de m u i z e n s t a m m e n v o o r m u i z e n h e p a t i t i s - v i r u s l i jk t af-
hanke l i jk te zi jn van de - g e n e t i s c h b e p a a l d e - w e r k z a a m -
heid van m a c r o f a g e n (Bang e . a . I960) . V e r d e r w o r d t v e r -
m e l d da t de m a c r o f a g e n van v o l w a s s e n , g e s e n s i b i l i s e e r d e 
d i e r e n l e v e r p a r e n c h y m en h e r s e n e n b e s c h e r m e n t e g e n 
v i r u s i n f e c t i e s ( M i m s o v e r z i c h t s a r t i k e l 1964, A l l i s o n 1970). 
De r e l a t i e v i r u s - l e u c o c y t is e c h t e r g e c o m p l i c e e r d e r 
dan h i e r b o v e n i s g e s u g g e r e e r d . Ook a n d e r e c e l t y p e n s p e -
l en h i e r b i j een r o l . P o l y m o r fke rn ig e l e u c o c y t e n zi jn v r i j -
we l z e k e r g e e n g a s t h e e r c e l l e n v o o r v i r u s s e n . O n d e r z o e k 
m e t v e s i c u l a i r s t o m a t i t i s v i r u s ( E d e l m a n 1967) en p o l i o -
v i r u s ( W i l l e m s 1969, Soont iëns 1973) wi j s t e r op dat e r 
in d e z e c e l l e n geen v i r u s v e r m e n i g v u l d i g i n g p l a a t s v ind t . 
D a a r e n t e g e n kunnen s o m m i g e v i r u s s e n we l een effect u i t -
oefenen op d e z e c e l l e n . F i s h e r en G i n s b e r g (1956) v e r -
m e l d e n v e r m i n d e r d e fagocy tose van b a c t e r i ë n d o o r po ly-
m o r f k e r n i g e c a v i a l e u c o c y t e n die m e t i n f l u e n z a v i r u s z i jn 
g e ï n f e c t e e r d . Dit kan he t gevolg z i jn van r e m m i n g van de 
g l y c o l y s e in de g r a n u l o c y t e n d o o r inf luenza v i r u s ( F i s h e r 
en G i m b e r g 1956 a ) . Dit zou kunnen v e r k l a r e n w a a r o m de 
gevoe l ighe id v o o r b a c t e r i ë l e s u p e r i n f e c t i e s bi j inf luenza 
v e r h o o g d i s . In t e g e n s t e l l i n g tot p o l y m o r f k e r n i g e l e u c o -
c y t e n zi jn l y m f o c y t e n wel gevoe l ig v o o r s o m m i g e v i r u s -
sen , e c h t e r a l l een ind ien de c e l l e n zi jn g e s t i m u l e e r d 
m e t PHA of m e t spec i f i eke an t igene s t i m u l i . Zo heeft 
m e n gevonden da t m a z e l e n v i r u s (v. d. B e r g e . a . 1961), 
h e r p e s - s i m p l e x v i r u s ( N a h m i a s e . a . 1963), bo fv i rus 
(Duc -Nguyen e. a. 1961), v e s i c u l a i r s t o m a t i t i s v i r u s 
( E d e l m a n e. a. 1967), v a c c i n i a v i r u s ( M i l l e r e. a. 1968) 
en ge le k o o r t s v i r u s (Wheelock 1970), z i ch in g e s t i m u -
l e e r d e l y m f o c y t e n kunnen v e r m e n i g v u l d i g e n . Het s t a a t 
n ie t v a s t da t p o l i o v i r u s z ich in l ymfocy ten v e r m e n i g v u l -
d ig t . S o m m i g e o n d e r z o e k e r s v inden di t we l ( W i l l e m s e . a . 
I969) , a n d e r e n n ie t (Soont iëns 1973, Soont iëns en van 
d e r Veen 1973). Ook wat de l y m f o c y t e n b e t r e f t , z i jn de 
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b e v i n d i n g e n op in v i t r o - o n d e r z o e k g e b a s e e r d . O v e r de 
in v i v o - r e l a t i e is weinig b e k e n d . E r zi jn a a n w i j z i n g e n 
dat a d e n o v i r u s bij de m e n s in l y m f o c y t e n van adenoi 'den 
kan p e r s i s t e r e n (van d e r Veen en L a m b r i e x 1973). 
O n d e r z o e k i n g e n m e t E p s t e i n - B a r r - v i r u s ( E p s t e i n е. a. 
1964) en c y t o m e g a l o v i r u s (Lang en N o r e n 1968) h e b b e n 
a a n g e t o o n d dat d e z e v i r u s s e n of h e t g e n o o m v a n d e z e 
v i r u s s e n k u n n e n p e r s i s t e r e n in h u m a n e p e r i f e r e l y m f o ­
c y t e n . V e r d e r is e r in v i v o - o n d e r z o e k v e r r i c h t n a a r de 
r e l a t i e t u s s e n m a z e l e n v i r u s en l y m f o c y t e n . Bij 2 v a n 
5 p a t i ë n t e n m e t s u b a c u t e s c l e r o s e r e n d e p a n e n c e f a l i t i s 
ge luk te he t H o r t a - B a r b o s a e . a . (1971) om m a z e l e n v i r u s 
uit l y m f k l i e r e n te i s o l e r e n . Ook de lymfocy t zou dus , 
e v e n a l s de m a c r o f a a g , één van de " t a r g e t " - c e l l e n in 
v ivo kunnen z i jn en he t v i r u s zou m i s s c h i e n e v e n e e n s 
v ia deze c e l l e n in he t l i c h a a m kunnen w o r d e n v e r s p r e i d . 
De lymfocy t l i jk t e c h t e r een m i n d e r b e l a n g r i j k e r o l te 
s p e l e n dan de m a c r o f a a g vanwege de g e r i n g e r e g e v o e l i g -
he id ( E u s t a t i a 1971, Wheelock e. a. 1973, Soon t iëns 1973). 
De r e l a t i e v i r u s - l e u c o c y t w o r d t nog g e c o m p l i c e e r d e r 
omda t na infec t ie m e t v i r u s i n t e r f e r o n w o r d t g e p r o d u -
c e e r d , da t een r e m m e n d e invloed op de v i r u s - v e r m e n i g -
vuldiging u i toefent . Ook na s t i m u l a t i e van l ymfocy ten 
m e t PHA w o r d t i n t e r f e r o n g e v o r m d . Hoewel m o n o c y t e n 
ook i n t e r f e r o n kunnen v o r m e n , zi jn van de v e r s c h i l l e n d e 
c e l t y p e n v a n de l e u c o c y t e n f r a c t i e v a n he t b loed de l y m f o -
cy ten de b e l a n g r i j k s t e b r o n van i n t e r f e r o n . E r z i jn g e e n 
aanwi j z ingen da t p o l y m o r f k e r n i g e l e u c o c y t e n i n t e r f e r o n 
v o r m e n . Men z ie t dus de m e r k w a a r d i g e p a r a d o x da t 
e n e r z i j d s g e s t i m u l e e r d e lymfocy ten gevoe l ig w o r d e n v o o r 
s o m m i g e v i r u s s e n in v e r g e l i j k i n g m e t n o r m a l e l y m f o -
cyten , t e r w i j l a n d e r z i j d s door de s t i m u l a t i e een v i r u s -
r e m m e n d e stof w o r d t opgewekt , i . c . i n t e r f e r o n . Het 
l ig t v o o r de hand te v e r o n d e r s t e l l e n dat he t doo r de 
l ymfocy ten g e v o r m d e i n t e r f e r o n ook de m a c r o f a a g b e ï n -
v loed t , t engevo lge w a a r v a n deze c e l l e n m i n d e r gevoe l ig 
w o r d e n v o o r v i r u s . Het i s d e n k b a a r da t op d e z e wi jze 
na een infec t ie een r e g u l e r e n d m e c h a n i s m e in we rk ing 
w o r d t g e s t e l d w a a r d o o r de infec t ie in toom w o r d t gehou-
den en de v e r s p r e i d i n g van v i r u s w o r d t b e l e m m e r d . E r 
z i jn e c h t e r aanwi j z ingen dat m a c r o f a g e n we l i n t e r f e r o n 
kunnen v o r m e n , zi j he t in g e r i n g e m a t e , m a a r da t d e z e 
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c e l l e n zelf ongevoel ig zi jn voo r de w e r k i n g van i n t e r f e r o n 
(Smi th en W a g n e r 1967, A l l i s o n 1970). 
Het is n ie t du ide l i jk we lke f a c t o r e n v e r a n t w o o r d e l i j k 
zi jn v o o r de gevoe l i ghe id van l y m f o c y t e n v o o r v i r u s s e n 
na s t i m u l a t i e van d e z e c e l l e n . Het is moge l i j k dat dit 
s a m e n h a n g t m e t v e r a n d e r i n g e n in he t m e t a b o l i s m e van 
de lymfocy t . Na s t i m u l a t i e v indt e r een v e r s t e r k t e RNA-
en D N A - s y n t h e s e p l a a t s . Ook is he t d e n k b a a r da t de 
g e v o e l i g h e i d in v e r b a n d s t a a t m e t he t v e r s c h i j n e n van 
r e c e p t o r e n v o o r v i r u s d e e l t j e s op de o p p e r v l a k t e van de 
c e l ( E l v e s 1966, Ling 1968, N a s p i t z en R i c h t e r 1968). 
T e n s l o t t e w o r d t de r e l a t i e v i r u s - l e u c o c y t be ïnv loed d o o r 
de i m m u n i t e i t van de g a s t h e e r . M i m s (1964) heeft een 
o n d e r z o e k v e r r i c h t n a a r de inv loed van an t i s to f fen op de 
w e r k i n g van m a c r o f a g e n . W a n n e e r m e n m u i z e n i n t r a -
v e n e u s inspu i t m e t e c t r o m e l i a v i r u s , b e r e i k t he t v i r u s 
v ia de l a n g s de l e v e r s i n u s s e n g e l e g e n l e v e r m a c r o f a g e n 
de l e v e r c e l l e n w a a r i n he t m e t behu lp van i m m u n o f l u o r e s -
c e n t i e t e c h n i e k e n kan w o r d e n a a n g e t o o n d . Indien m e n 
deze l fde p r o e f doet m e t een m e n g s e l van e c t r o m e l i a -
v i r u s en a n t i s e r u m is he t v i r u s n ie t a a n t o o n b a a r in de 
l e v e r c e l l e n , t e r w i j l v i r u s - a n t i l i c h a a m c o m p l e x e n we l in 
de l e v e r m a c r o f a g e n kunnen w o r d e n a a n g e t o o n d . Men zou 
op g r o n d h i e r v a n kunnen a a n n e m e n dat de b e t e k e n i s van 
m a c r o f a g e n v o o r de v e r m e n i g v u l d i g i n g en v e r s p r e i d i n g 
van s o m m i g e v i r u s s e n t i j dens de acu t e fase van in fec t i e s 
w a n n e e r e r nog geen an t i s to f fen z i jn g e v o r m d , v e r s c h i l t 
v a n die t i j dens de r e c o n v a l e s c e n t i e . N a a r aan le id ing v a n 
d e z e w a a r n e m i n g e n wi l l en wij w i j zen op o n d e r z o e k m e t 
g e l e k o o r t s v i r u s v a c c i n bi j de m e n s . Na beën t ing van 
l y m f o c y t e n van n o r m a l e p e r s o n e n m e t ge l e k o o r t s v i r u s 
v indt e r e e n du ide l i jke v i r u s p r o d u c t i e p l a a t s . Dit i s n ie t 
m e e r het g e v a l w a n n e e r de l y m f o c y t e n w o r d e n a f g e n o m e n 
t u s s e n de 7e en de 11e dag na v a c c i n a t i e m e t v a c c i n t e g e n 
g e l e k o o r t s (Whee lock 1970). De v e r k l a r i n g v o o r de u i t -
k o m s t e n v a n deze p r o e v e n is m o e i l i j k . Zi jn de i m m u n e 
l y m f o c y t e n m i n d e r s t i m u l e e r b a a r ? T r e e d t e r d o o r de 
v i r u s i n f e c t i e a l s gevolg van de v a c c i n a t i e een v e r h o o g d e 
i n t e r f e r o n p r o d u c t i e op? B e v a t t e n de kweken van i m m u n e 
l y m f o c y t e n n e u t r a l i s e r e n d e an t i s to f fen? E r zi jn h i e r v o o r 
g e e n aanwi j z ingen gevonden . De m e e s t p l a u s i b e l e v e r k l a -
r ing l i jk t nog, dat h e t v i r u s a a n de o p p e r v l a k t e van 
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immune lymfocyten geneut ra l i seerd wordt. Voor de 
aanwezigheid van specifieke cytofiele antistoffen op 
immune lymfocyten zijn echter (nog) geen aanwijzingen. 
Op het andere aspect van de relat ie v i rus- leucocyt , 
namelijk het effect van virus op de functie van de leu-
cocyten, wordt in dit overzicht niet ingegaan, omdat ons 
onderzoek gericht was op de bestudering van de v e r m e -
nigvuldiging van rubellavirus in leucocyten. Voor l i t e r a -
tuur over het effect van v i russen op immunologische 
functies zij verwezen naar overz ichtsar t ike len van 
Martin en Ker r (1968), van Wheelock en Toy (1973) en 
naar het proefschrif t van Soontiêns (1973). 
1-6 Vermenigvuldiging van rubel lavirus in leucocyten 
Het is bekend dat tijdens rubella de samenstell ing van 
de leucocytenfractie van het per i fere bloed ve rander t . 
Er ontstaat een leucopenie, gepaardgaand met het op-
t reden van plasmacel len en van Türk-" i r i t a t ion" - cellen; 
soms neemt het aantal monocyten toe. De p lasmacel len 
en Tilrkcellen kunnen maanden lang in het bloed aan-
toonbaar blijven. Tijdens de reconvalescent ie gaat de 
leucopenie over in een leucocytose (Hillenbrand 1956). 
Tijdens de ziekte t reedt een lymfadenopathie op. In een 
onderzoek van 25 gevallen van congenitale rubella vonden 
Rudolph e. a. (1968) behalve thrombocytopenie geen mor -
fologische afwijkingen van het per i fere bloed. Deze 
bevindingen geven geen uitsluitsel over de aard van de 
re la t ie tussen rubel lavirus en leucocyten. 
Dat leucocyten inderdaad gevoelig zijn voor rubel la-
v i rus , blijkt uit verschi l lende waarnemingen. In de 
ee r s t e plaats uit in vivo-onderzoek. Virus wordt gel'so-
leerd uit het bloed tijdens de acute fase van de ziekte, 
namelijk acht tot tien dagen voor het begin van het exan-
theem. De v i raemie verdwijnt snel na het begin van de 
klinische verschi jnselen; deze verdwijning c o r r e l e e r t 
met het optreden van neutra l i serende anti l ichamen (over-
z ichtsar t ike l van Schiff en Sever 1966, Davis е. a. 1971). 
Jack en Grutzner (1969) i soleerden rubel lavirus uit de 
leucocytenfractie van het bloed van 10 van de 12 kinderen 
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met congenitale rubel la . Dat is een hoog percen tage . 
In andere onderzoekingen werd geen v i rus uit het bloed 
van patiënten met congenitale rubella gekweekt (over-
z ichtsar t ike l van Schiff en Sever 1966). De oorzaak van 
het hoge percentage moet waarschi jnl i jk worden gezocht 
in het wassen van de leucocytenfractie, waardoor ant i -
l ichamen, die de verspre id ing van het v i rus in de cel -
kweek be lemmeren , worden verwi jderd . 
Simons en Jack (1968) kweekten rubel lavirus uit ge-
zuiverde lymfocyten van dr ie kinderen met congenitale 
rubel la . De gezuiverde lymfocyten van deze patiënten 
werden gedurende 7 dagen gekweekt in een medium, 
waaraan foetaal ka l fsserum was toegevoegd; de lymfocy-
ten waren niet met PHA ges t imuleerd . Daarna werd met 
behulp van een plaque tes t de aanwezigheid van rubel la-
vi rus aangetoond. 
Ook subklinische infecties kunnen gepaard gaan met 
v i r a e m i e . Een indirecte aanwijzing h iervoor is het op-
t reden van congenitale rubella na subklinische infecties 
(Coffey en Je s sop 1959, Avery e . a . 1965). Directe aan-
wijzingen voor v i raemie tijdens subklinische rubella zijn 
e r niet. In een onderzoek van 33 personen zonder ant i -
l ichamen tegen rubella, die s te rk aan rubellabe smetting 
waren blootgesteld, vonden Davis e. a. (1971) dat 22 p e r -
sonen klinisch rubella kregen. Alle 22 vertoonden zij 
v i r aemie . Bij één kon door middel van een t i terst i jging 
van antistoffen worden aangetoond dat e r een subklini-
sche infectie geweest moest zijn. Daarbij werd echter 
geen v i r aemie aangetoond. Ook bij her infect ies kon geen 
v i r aemie worden gevonden (Enders 1970, Davis e . a . 
1971). 
Het v i rus is gefsoleerd uit de lymfocytenfractie van 
de leucocyten. Simons en Jack (1968) bereidden een 
gezuiverde lymfocytenkweek van patiënten met congeni-
tale rubella door de buffy-coat over een met katoen ge-
vulde kolom te leiden. De aldus gewonnen cellen bevatten 
mee r dan 93% kleine lymfocyten. Deze cellen werden 
gedurende 7 dagen gekweekt en daarna werd door middel 
van een p laque- tes t rubel lavirus in deze cellen aange-
toond. De schr i jvers vermelden niet of ze de gezuiverde 
lymfocytenkweek met PHA ges t imuleerd hebben. 
Publ icat ies over de in vi t ro vermenigvuldiging van 
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rubel lavirus in leucocyten zijn zeer s chaa r s . Mellman 
(1965) beënte leucocytenkweken met rubel lavirus met 
het doel na te gaan of dit v i rus evenals andere v i russen 
chromosoomafwijkingen veroorzaak t . In de leucocyten 
van 9 donoren kon geen duidelijke v i ru sve rmee rde r ing 
geconsta teerd worden. Wel was de overlevingsduur in de 
leucocytenkweken langer dan in het kweekmedium. Hier -
uit leidde Mellman af, dat er een geringe v i rusve rmen ig -
vuldiging moest zijn opgetreden. Een overtuigend bewijs 
daarvoor werd echter niet geleverd. Chromosomale af-
wijkingen werden noch in vivo, noch in v i t ro gevonden. 
Voor zover ons bekend, zijn e r geen mededelingen 
verschenen over een gericht onderzoek naar de gevoelig-
heid van de verschi l lende typen leucocyten voor rubel la-
v i r u s . 
Wij gaan uit van de hypothese dat een defect in de cel-
lula i re immunitei t voor de pers i s ten t ie verantwoordeli jk 
i s . De cel lu la i re immuniteit zou door het rubel lavirus 
zelf worden onderdrukt . Dit zou kunnen berus ten op een 
interact ie tussen v i rus en leucocyten. Het doel van ons 
onderzoek is inzicht te verkr i jgen in de gevoeligheid van 
leucocyten voor rubel lavi rus . Wij hebben een proefopzet 
gemaakt om na te gaan of rubel lavirus zich in leucocyten 
kan vermenigvuldigen. Verder hebben wij onderzocht of 
virusvermenigvuldiging in monocyten-macrofagen, in 
lymfocyten of in beide celtypen plaats vindt. Bovendien 
is er onderzoek ve r r i ch t naar het effect van st imulat ie 
van lymfocyten door PHA op de gevoeligheid van deze 
cellen. Omdat het noodzakelijk was ook een geringe p ro -
ductie van v i rus te meten, moesten wij beschikken over 
een nauwkeurige methode van v i rus te l l ing . Om deze reden 
hebben wij ee r s t een plaque tes t voor de t i t ra t ie van 
rubel lavirus ontwikkeld. 
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HOOFDSTUK 2 
M A T E R I A A L EN METHODEN 
2- 1 W e e f s e l k w e k e n 
Zowel v o o r de p r o d u c t i e a l s v o o r de t i t r a t i e van 
r u b e l l a v i r u s zi jn T -1 7 c e l l e n g e b r u i k t . Deze c e l l e n zi jn 
a fkoms t ig van de n i e r e n van een twee d a g e n - o u d koni jn . 
De ce l l i jn is in 1962 te T i lburg ontwikkeld . G e g e v e n s 
o v e r de gevoe l i ghe id v o o r deze ce l l i j n v o o r een a a n t a l 
v i r u s s e n z i jn e e r d e r b e s c h r e v e n ( P e u t z - d e Jong e . a . 
1966). De c e l l e n w e r d e n in 1962 i n g e v r o r e n bij e e n 
t e m p e r a t u u r van - 1 7 0 ° , nada t ze 36 m a a l w a r e n o m g e z e t . 
In 1972 w e r d een g e d e e l t e van de c e l l e n ontdooid en w e e r 
v e r d e r g e k w e e k t . 
Het a a n k w e e k m e d i u m van T - 1 7 c e l l e n b e v a t t e : 
G e ï n a c t i v e e r d k o n i j n e s e r u m 7,5 m l . 
G e ï n a c t i v e e r d k a l f s s e r u m 7,5 m l . 
L a c t a l b u m i n e h y d r o l y s a a t 0,5 g r a m 
N a t r i u m b i c a r b o n a a t 0,035 g r a m 
P e n i c i l l i n e 5000 E 
K a n a m y c i n e 0,010 g r a m 
H a n k s ' gebuf fe rde zou top los s ing 85 m l . 
De c e l l e n w e r d e n e e n m a a l p e r w e e k o m g e z e t en d a a g s 
v o o r he t o m z e t t e n v a n v e r s m e d i u m v o o r z i e n . 
Het o n d e r h o u d s m e d i u m dat na beën t ing m e t v i r u s 
w e r d g e b r u i k t , b e v a t t e : 
G e ï n a c t i v e e r d k a l f s s e r u m 2 m l . 
G l u t a m i n e 0,010 g r a m 
N a t r i u m b i c a r b o n a a t 0,040 g r a m 
S t r e p t o m y c i n e 0,005 g r a m 
P e n i c i l l i n e 4000 E 
Med ium 199 98 m l . 
2 -2 L e u c o c y t e n k w e k e n 
De gevo lgde m e t h o d e n v o o r l e u c o c y t e n - . m o n o c y t e n - , 
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g r a n u l o c y t e n - en l ymfocy t enkweken zi jn u i t voe r ig b e -
s c h r e v e n i n d e p r o e f s c h r i f t e n van E u s t a t i a (1971) en 
Soon t iëns (1973) . Vijftig m l v e n e u s b loed w o r d t a fge -
n o m e n in een p l a s t i c spu i t (Sherwood) , d ie v o o r z i e n 
is van 2000 E h é p a r i n e (Organon) en 5 m l van een 5% 
d e x t r a a n op loss ing (Pov ie t ) . Na he t u i t z a k k e n van de 
e r y t h r o c y t e n w o r d t de "buf fy -coa t " d r i e m a a l g e w a s s e n 
m e t H a n k s ' o p l o s s i n g . De c e l l e n w o r d e n d a a r n a opge -
n o m e n in een l e u c o c y t e n k w e e k m e d i u m ( g r o e i m e d i u m ) 
in g e s i l i c o n e e r d e b u i z e n . 
Het g r o e i m e d i u m b e v a t t e : 
G e ï n a c t i v e e r d foe taa l k a l f s s e r u m 20 m l . 
N a t r i u m b i c a r b o n a a t 0,100 g r a m 
P e n i c i l l i n e 4000 E 
S t r e p t o m y c i n e 0,005 g r a m 
G l u t a m i n e 0,020 g r a m 
Medium 199 80 m l . 
Dit m e d i u m w o r d t 24 uur t e v o r e n ge l 'ncubeerd bi j 37° 
in 5% CO2 in luch t . D i r e c t v o o r he t g e b r u i k w o r d t de 
g l u t a m i n e - o p l o s s i n g toegevoegd . N i e t - g e s i l i c o n e e r d e 
Rewin c u l t u u r b u i z e n w o r d e n v a n 0,5 m l k w e e k m e d i u m 
v o o r z i e n , w a a r i n 2 m i l j o e n g e w a s s e n l e u c o c y t e n z i jn 
opgenomen . De b u i z e n w o r d e n a fgedekt m e t k a p j e s van 
a l u m i n i u m f o l i e . 
2 -3 Monocy tenkweken 
N i e t - g e s i l i c o n e e r d e Rewin c u l t u u r b u i z e n m e t b a k e -
l i e t e n s c h r o e f d o p p e n w o r d e n v o o r z i e n van een s u s p e n s i e 
van c e l l e n van de "buf fy -coa t " ; 0,5 m l van een s u s p e n s i e 
van 10 m i l j o e n c e l l e n p e r b u i s . 
De c e l l e n z i jn g e s u s p e n d e e r d in een m e d i u m , da t 
b e s t a a t ui t : 
Ge l ' nac t ivee rd foe taa l k a l f s s e r u m 40 m l . 
N a t r i u m b i c a r b o n a a t 0,050 g r a m 
P e n i c i l l i n e 4000 E 
S t r e p t o m y c i n e 0,005 g r a m 
G l u t a m i n e 0,020 g r a m 
Med ium 199 60 m l . 
De b u i z e n w o r d e n g e d u r e n d e twee uur in h o r i z o n t a l e 
s t and g e i n c u b e e r d bij 37° , w a a r n a de b o v e n s t a a n d e 
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v loe i s to f m e t n i e t - g e h e c h t e c e l l e n w o r d t a fge schonken . 
De bu i zen w o r d e n d r i e m a a l m e t m e d i u m g e s p o e l d . D a a r -
na w o r d t 0,5 m l g r o e i m e d i u m (zie 2-2) toegevoegd ; 
v e r v o l g e n s w o r d e n de c e l l e n bi j 37° g e i n c u b e e r d . 
2 -4 Lymfocy t enkweken 
De onder 2-2 b e s c h r e v e n "buf fy -coa t " w o r d t g e s u s -
p e n d e e r d in he t o n d e r 2 -3 b e s c h r e v e n m e d i u m en o v e r 
een ko lom van ny lonwat ten ge le id (Rabinowi tz 1964). De 
t e m p e r a t u u r van de w a t e r m a n t e l om de ko lom is 3 7 ° . Na 
een i n c u b a t i e p e r i o d e van 30 m i n u t e n w o r d e n de n ie t a a n 
de ko lom en ny lonwat t en g e h e c h t e c e l l e n afge tapt m e t een 
s t r o o m s n e l h e i d van 1 m l p e r minuu t . H i e r n a w o r d t de 
ko lom nog e e n m a a l d o o r g e s p o e l d m e t m e d i u m om de n ie t 
g e h e c h t e l y m f o c y t e n t e e l u e r e n . De opgevangen c e l s u s -
p e n s i e w o r d t d r i e m a a l g e w a s s e n m e t H a n k s ' op loss ing 
en in Rewin c u l t u u r b u i z e n g e b r a c h t . E lke bu i s w o r d t 
v o o r z i e n van 0,5 m l van een s u s p e n s i e van 2 m i l j o e n 
ce l l en in g r o e i m e d i u m (zie 2 -2 ) . De b u i z e n w o r d e n 
a fgedekt m e t k a p j e s van a l u m i n i u m f o l i e . De s u s p e n s i e 
b e v a t 90 tot 98% lymfocyten , g r a n u l o c y t e n en s o m s 
enke le m o n o c y t e n . T e v e n s w o r d e n nog v r i j v e e l e r y -
t h r o c y t e n aange t ro f f en . 
2 -5 G r a n u l o c y t e n k w e k e n 
De ce l l en , we lke aan de f i l t r a l onko lom g e h e c h t z i jn 
(z ie 2 -4 ) , kunnen m e t behulp van een op loss ing van 
0,02% EDTA ( M e r c k ) in gebufferd fosfaa t z o n d e r c a l c i u m 
en m a g n e s i u m w o r d e n g e e l u e ë r d . De a l d u s v e r k r e g e n c e l -
s u s p e n s i e w o r d t d r i e m a a l g e w a s s e n en g e r e s u s p e n d e e r d 
in g r o e i m e d i u m . E lke bu i s w o r d t v o o r z i e n van 0,5 m l 
van een s u s p e n s i e van 2 m i l j o e n c e l l e n in g r o e i m e d i u m 
(z ie 2 - 2 ) . 
2 -6 B e ë n t e n van l e u c o c y t e n - en a n d e r e kweken 
V e r s e l e u c o c y t e n - , g e z u i v e r d e l y m f o c y t e n - , m o n o -
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cy ten - en g r a n u l o c y t e n k w e k e n w o r d e n been t m e t 0,2 m l 
van een s u s p e n s i e van r u b e l l a v i r u s en d a a r n a een uu r 
g e i n c u b e e r d bij 37 . In een a a n t a l p r o e v e n w e r d e n 4 -
d a g e n - o u d e k w e k e n b e e n t . Na e e n uur w o r d t he t n ie t 
g e a d s o r b e e r d e v i r u s v e r w i j d e r d doo r de ce lkweken 
d r i e m a a l te w a s s e n m e t H a n k s ' op lo s s ing , w a a r b i j de 
c e l l e n w o r d e n g e s e d i m e n t e e r d doo r c e n t r i f u g e r e n m e t 
1000 o m w e n t e l i n g e n p e r m inuu t . V e r v o l g e n s w o r d t he t 
m e d i u m aangevu ld tot 2 m l . Nie t g e s t i m u l e e r d e en m e t 
p h y t o h e m a g g l u t i n i n e (PHA) g e s t i m u l e e r d e kweken w o r -
den g e b r u i k t . G e s t i m u l e e r d e kweken b e v a t t e n 0,5% (v /v ) 
P H A - M (Difco). De b e ë n t e c e l k w e k e n w o r d e n in een 
a t m o s f e e r van 5% CO2 en 98% r e l a t i e v e voch t ighe id 
ge i 'ncubeerd . Op v a n te v o r e n v a s t g e s t e l d e t i j d s t i p p e n 
w o r d e n de kweken geoogs t d o o r ze in te v r i e z e n bi j - 7 0 ° . 
Na he t b e ë n t e n v a n m o n o c y t e n k w e k e n w o r d t he t m e d i u m 
nie t tot 2 m l , m a a r to t 1 m l aangevu ld . V e r d e r w o r d e n 
de b u i z e n bi j he t w a s s e n na a d s o r p t i e van he t v i r u s n ie t 
g e c e n t r i f u g e e r d , m a a r v o o r z i e n van m e d i u m , w a a r m e e 
de ce l l a ag v o o r z i c h t i g w o r d t g e s p o e l d . 
2 -7 V i r u s 
a. H e r k o m s t 
Tenz i j a n d e r s v e r m e l d i s , w e r d s t e e d s g e b r u i k g e -
m a a k t van de G i l c h r i s t s t a m , een in de V e r e n i g d e S ta ten 
ge i ' so l ee rde r u b e l l a v i r u s s t a m . Deze s t a m is 18 m a a l in 
n i e r c e l l e n v a n V e r v e t apen en 5 tot 10 m a a l in T-17 
c e l l e n g e p a s s e e r d . In s o m m i g e p r o e v e n w e r d g e b r u i k 
g e m a a k t van een v i r u s s t a m , no. MM, die in ons l a b o r a -
t o r i u m bi j een pa t i en t j e m e t r u b e l l a ge l ' so lee rd w e r d . 
Deze s t a m w a s ge l ' so lee rd in T-17 c e l l e n en h i e r i n 5 tot 
8 m a a l g e p a s s e e r d . 
b . Aankweek 
T-17 ce l l en , die w a r e n gekweek t in K imble flessen 
( inhoud 250 m l ) , w e r d e n d r i e m a a l g e w a s s e n m e t H a n k s ' 
op lo s s ing , w a a r a a n p e n i c i l l i n e , s t r e p t o m y c i n e en na-
t r i u m b i c a r b o n a a t w a r e n toegevoegd . V e r v o l g e n s w e r d e n 
de f l e s sen , w a a r i n o n g e v e e r nog 0,5 m l w a s v l o e i s t o f w a s 
a c h t e r g e b l e v e n , m e t 0,5 ml v i r u s s u s p e n s i e b e e n t . Na 
a d s o r p t i e g e d u r e n d e een uur w e r d 9 m l o n d e r h o u d s m e -
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dium (zie 2-1) t o e g e v o e g d . N i e t - g e a d s o r b e e r d v i r u s 
w e r d n ie t v e r w i j d e r d . De kweken w e r d e n g e o o g s t nada t 
e r z ich een cy topa tho log i s ch effect begon te on twikke len , 
m e e s t a l na 2 tot 3 d a g e n . De flessen w e r d e n dan bij - 7 0 ° 
g e p l a a t s t . Voor g e b r u i k w e r d e n de kweken ontdooid. 
De inhoud van v e r s c h i l l e n d e f l e s s e n w e r d gepoo led en 
g e c e n t r i f u g e e r d m e t 2500 o m w e n t e l i n g e n p e r minuu t om 
de c e l r e s t e n te v e r w i j d e r e n . De b o v e n s t a a n d e v loe i s to f 
w e r d a l s v i r u s s u s p e n s i e g e b r u i k t . 
c. C o n c e n t r a t i e 
De c o n c e n t r a t i e van de a ldus v e r k r e g e n v i r u s s u s p e n s i e 
w a s te l aag om bi j he t b e ë n t e n van de ce lkweken een 
m u l t i p l i c i t e i t van 1 te b e r e i k e n . D e r h a l v e m o e s t de 
v i r u s s u s p e n s i e g e c o n c e n t r e e r d w o r d e n . Dit g e s c h i e d d e 
d o o r de v i r u s s u s p e n s i e g e d u r e n d e d r i e uu r bij 4 ° in een 
Spinco cen t r i fuge te c e n t r i f u g e r e n m e t 27000 o m w e n t e -
l ingen p e r m i n u u t . De pe l l e t w e r d d a a r n a g e r e s u s p e n -
d e e r d in l / 5 0 e d e e l van he t a a n v a n k e l i j k e v o l u m e . Het 
op d e z e wi jze b e h a n d e l d e v i r u s had e e n 30 tot 45 m a a l 
h o g e r e i n f ec t i o s i t e i t dan de v i r u s s u s p e n s i e v o o r de 
c o n c e n t r a t i e (z ie t a b e l 1). 
d. Iden t i f i ca t i e 
De v i r u s s t a m , die v e l e p a s s a g e s had o n d e r g a a n , 
w e r d g e ï d e n t i f i c e e r d doo r m i d d e l van n e u t r a l i s a t i e p r o e -
v e n . H i e r b i j w e r d g e b r u i k g e m a a k t v a n c o m m e r c i e e l 
a n t i s e r u m (F low) , da t b e r e i d w a s bi j p a a r d e n en v a n 
r e c o n v a l e s c e n t e n s e r u m van een p a t i ë n t m e t r u b e l l a . 
De h e m a g g l u t i n a t i e r e m m i n g s ( H A R ) - t i t e r s van deze s e r a 
w a r e n r e s p e c t i e v e l i j k l / 6 4 en 1/32. V e r d e r w e r d t e r 
c o n t r o l e g e b r u i k g e m a a k t van n o r m a a l s e r u m van p a a r -
den (Flow) en van m e n s e s e r u m z o n d e r a a n t o o n b a r e 
HAR-an t i s t o f f en t e g e n r u b e l l a v i r u s . De v i r u s s t a m w e r d 
u i t s l u i t end d o o r he t a n t i s e r u m en r e c o n v a l e s c e n t e n -
s e r u m g e n e u t r a l i s e e r d . De n e u t r a l i s a t i e p r o e f w e r d 
u i t g e v o e r d in bu i zen en a fge l ezen op g r o n d van he t 
c y t o p a t h o l o g i s c h effect op deze l fde wi jze a l s de n e u t r a -
l i s a t i e r e a c t i e m e t a d e n o v i r u s , z o a l s die in he t proef-
s c h r i f t van v a n d e r P l o e g (1959) is b e s c h r e v e n . 
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Tabel 1 
Concentreren van rubel lavirus door ultracentrifugatie 
r u s -
s p e n s i e 
A 
В 
С 
D 
E 
A a n t a l p l a q u e s 
O o r s p r o n k e l i j k e 
v i r u s s u s p e n s i e 
1,8 χ 1 0 5 
2,1 χ 1 0 5 
4,4 χ 1 0 5 
7,5 χ 1 0 5 
3,0 χ 1 0 5 
Na 50 m a a l 
c o n c e n t r e r e n 
8,5 χ 1 0 6 
8,0 χ 1 0 6 
16,5 χ 1 0 6 
21,0 χ 1 0 6 
10,0 χ 1 0 6 
R e s t v l o e i s t 
5,0 χ 1 0 3 
1,5 χ 1 0 3 
14,0 χ 1 0 4 
3,8 χ 1 0 4 
1,0 χ 1 0 4 
2-8 Bereiding van ant i serum 
De identiteit van de door ons gebruikte v i r u s s t a m 
werd bovendien door middel van immunisat ieproeven 
gecontroleerd. Ieder van 2 konijnen werd subcutaan 
ingespoten met 2 ml v i russuspens ie met een t i t e r van 
10P P F U per ml. Een week l a t e r werd dezelfde dosis 
v i rus ingespoten. Na 1, 2 en 3 maanden werden opnieuw 
twee injecties, ieder van 2 ml, gegeven. Op verschi l len­
de ti jdstippen werd bloed afgenomen. De s e r a werden 
onderzocht op HAR-antistoffen. De hemagglutinatie-
r e m m i n g s r e a c t i e werd uitgevoerd met duivenerythro-
cyten. De se ra werden van te voren geabsorbeerd met 
duivenerythrocyten en behandeld met M n C ^ - h é p a r i n e 
oplossing (Cooper e. a. 1969). Een door ons bereide 
v i russuspens ie van de Gi lchr is t s tam, die slechts enkele 
passages in ons laborator ium had ondergaan -voordat 
met het hier beschreven onderzoek werd begonnen-, en 
commerc iee l rubel lavirus (Behringwerke) werden als 
antigeen gebruikt . De se ra werden bovendien door mid-
del van de neut ra l i sa t ie reac t ie met een in ons laborato-
rium gel'soleerde rubella v i russ tam, no MM, onderzocht. 
Het verloop van de t i t e r s is in tabel 2 weergegeven. 
Het blijkt, dat de in ons onderzoek gebruikte v i russ tam 
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antistoffen tegen rubel lavirus opwekt. 
Tabel 2 
Verloop van de antistofti ter bij konijnen na immunisat ie 
met rubel lavirus 
Tijdstip van onderzoek Ti ter van hemagglutinatie-
remmende antistoffen 
Vóór de 1 injectie 
Na 1 maand 
Na Ζ maanden 
Na 3 maanden 
Na 5 maanden 
2-9 Herkomst van leucocyten 
Het voor de proeven gebruikte bloed werd vrijwillig 
afgestaan door een aantal gezonde, volwassen medewer­
k e r s van het Laborator ium voor Medische Microbiologie 
te Nijmegen. De frequentie van bloedafname was maxi­
maal eenmaal p e r drie weken. Het bloed werd afgenomen 
door middel van venapunctie met een disposable 50 ml 
spuit (Sherwood) waar in zich 5 ml van een 5% dextraan 
oplossing (Poviet) en 2000 eenheden héparine (Organon) 
bevond. De t i t e r s van hemagglut inat ieremmende ant i-
stoffen in het se rum van de donoren zijn in tabel 3 weer -
gegeven. 
Konijn 
0 
128 
256 
512 
1024 
A Konijn В 
0 
64 
512 
256 
512 
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Tabel 3 
Antistoft iters bij donoren van wie bloed is gebruikt voor 
het inzetten van leucocytenkweken 
Nummer Geslacht Leeftijd Titer van hemagglutinatie-
remmende antistoffen 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
V 
V 
V 
V 
V 
M 
M 
M 
V 
ν 
M 
ν 
ν 
ν 
24 j 
26 j 
21 j 
21 j 
21 j 
28 j 
23 j 
42 j 
23 j 
23 j 
26 j 
27 j 
26 j 
22 j 
256 
128 
8 
512 
64 
256 
128 
64 
32 
512 
32 
32 
128 
128 
') T i ter na vaccinat ie; voor de vaccinatie negatief 
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HOOFDSTUK 3 
PLAQUE TEST 
3- 1 Inleiding 
Voor de t i t ra t ie van rubel lavirus werd gebruik ge-
maakt van een plaque techniek. Vaheri e . a . (1965, 1967) 
beschreven een methode, waarbij de BHK-21 cellijn, 
een lijn, die ontwikkeld is uit "baby h a m s t e r kidney 
(BHK)", wordt gebruikt . Een "monolayer" van BHK-21 
cellen wordt na beënting met v i rus voorzien van een 
v isceuse laag, een "overlay", om verspre iding van v i rus 
uit cellen waarin repl icat ie plaats vindt, tegen te gaan. 
Na een incubatieperiode van 6 tot 7 dagen worden de 
cellen gekleurd met kr is ta lviole t . De cellen die door 
het v i rus aangetast zijn, liggen als kleurloze eilandjes 
in de blauwe laag van niet aangetaste cellen. Elke plaque 
komt overeen met een voor de cellen infectieus rubel la-
vir ion. Het bleek dat het aantal en de grootte van de 
plaques toenamen na toevoeging van d i -e thyl -amino-
ethyl-dextraan aan het virusinoculum en van semica rba -
zide aan de "over lay" . 
Wij hebben om verschi l lende redenen een andere cel -
lijn, namelijk T-17 cellen, voor de plaque techniek ge-
bruikt . De T-17 cellijn was in ons labora tor ium ontwik-
keld en was reeds met succes voor de isolat ie van ru-
bel lavirus gebruikt . Rubellavirus veroorzaakt in deze 
cellen een duidelijk CPE, zoals dit ook voor RK-13 cellen, 
een door engelse onderzoekers uit " rabbi t kidney (RK)" 
ontwikkelde cellijn, is beschreven (McCarthy e . a . 1963, 
Beale e . a . 1963, Piotkin 1964, H e k k e r e . a . 1968). 
Verder was de gevoeligheid van de door Vaheri b e s c h r e -
ven methode afhankelijk van de kloon van BHK-21 cellen 
die werd gebruikt (Vaheri e . a . 1965,1967, 1969). 
Dit hoofdstuk handelt over optimale condities voor de 
plaque tes t . Bovendien wordt de gevoeligheid van de 
plaque tes t vergeleken met die van een t i t ra t ie in een 
verdunningsreeks in buizen, waarbij het 50%-eindpunt 
•wordt afgelezen op grond van het CPE. 
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3-2 U i t v o e r i n g 
E e n s u s p e n s i e v a n T-17 c e l l e n w o r d t in F a l c o n p l a s t i c 
p e t r i s c h a a l t j e s (60 χ 15 m m ) g e b r a c h t , zodanig da t e lk 
s c h a a l t j e e e n s u s p e n s i e v a n o n g e v e e r 2 0 0 . 0 0 0 c e l l e n in 
4 m l a a n k w e e k m e d i u m b e v a t . 
Het a a n k w e e k m e d i u m b e s t a a t ui t : 
G e i ' n a c t i v e e r d k o n i j n e s e r u m 
G e ï n a c t i v e e r d k a l f s s e r u m 
L a c t a l b u m i n e h y d r o l y s a a t 
N a t r i u m b i c a r b o n a a t 
G l u t a m i n e 
P e n i c i l l i n e 
K a n a m y c i n e 
Ny s t a t i n e 
H a n k s ' op loss ing 
7,5 
7,5 
0,5 
m l 
m l 
g r a m 
0,056 g r a m 
0,010 g r a m 
5000 E 
0,010 g r a m 
5000 E 
85 m l 
Na 3 à 4 d a g e n i s e e n goede ce l l a ag g e v o r m d . De 
p l a a t j e s b e v a t t e n dan o n g e v e e r 1 . 000 .000 c e l l e n . H i e r n a 
w o r d t he t m e d i u m afgegoten en w o r d e n de c e l l e n been t 
m e t r u b e l l a v i r u s . H i e r t o e w o r d t 0,2 m l van een v i r u s -
s u s p e n s i e op he t p l aa t j e g e b r a c h t , w a a r n a he t p laa t j e 
enige m a l e n g e k a n t e l d w o r d t om he t m a t e r i a a l goed 
ove r de o p p e r v l a k t e te v e r d e l e n . De te g e b r u i k e n v e r -
dunningen v a n de s u s p e n s i e w o r d e n t e v o r e n in een i j s -
bak b e r e i d . De b e ë n t e p l a a t j e s w o r d e n g e d u r e n d e een 
uu r bi j 37° in e e n C C ^ - s t o o f g e p l a a t s t om he t v i r u s te 
l a t e n a d s o r b e r e n . D a a r n a w o r d t 5 m l " o v e r l a y " t o e g e -
voegd . 
De " o v e r l a y " b e s t a a t uit: 
GeTnac t iveerd foe t aa l k a l f s s e r u m 
G l u t a m i n e 
P e n i c i l l i n e 
K a n a m y c i n e 
N y s t a t i n e 
C a r b o x y m e t h y l c e l l u l o s e 
E a g l e ' s m i n i m a l e s s e n t i a l m e d i u m 
De " o v e r l a y " i s s a m e n g e s t e l d uit twee o p l o s s i n g e n 
die a f zonde r l i j k w o r d e n b e r e i d . 
A. E e n s t e r i e l e o p l o s s i n g v a n E a g l e ' s m i n i m a l e s s e n t i a l 
m e d i u m m e t een dubbele c o n c e n t r a t i e van foe taa l 
k a l f s s e r u m , g l u t a m i n e en a n t i b i o t i c a . 
2 m l 
0,010 g r a m 
5000 E 
0,010 g r a m 
5000 E 
0,750 g r a m 
98 m l 
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В. Een oplossing van een met fosfaat gebufferde zout-
oplossing met een dubbele concentrat ie van carboxy-
methylcel lulose. De oplossing heeft een pH van 7,2 
en wordt enkele dagen tevoren bere id . Carboxy-
methylcel lulose wordt opgelost door het enige malen 
gedurende enkele uren te laten koken en tussenti jds 
te laten afkoelen. 
De vloeistoffen A en В worden een uur voor gebruik in 
een waterbad van 37° geplaatst . Nadat de plaatjes met 
v i rus gedurende een uur geincubeerd zijn, worden de 
vloeistoffen A en В gemengd, zodat de bovengenoemde 
concentrat ie van de "over lay" v e r k r e g e n wordt. Zoals 
reeds vermeld is, wordt 5 ml "over lay" aan ieder 
plaatje toegevoegd. De plaatjes worden gedurende 6 à 7 
dagen in een 5% CO2-stoof met een relat ieve vochtigheid 
van 98% geplaats t . Hierna wordt de "over lay" afgegoten 
en de plaatjes dr ie maal gewassen met een gebufferde 
zoutoplossing met een pH van 7,2 op een tempera tuur 
van 37°. Vervolgens wordt 3 ml van een 0,25% k r i s t a l -
violet oplossing op elk plaatje gebracht . Deze oplossing 
wordt dr ie uur tevoren in een waterbad van 56° geplaats t 
om de kleurstof in oplossing te houden. Nadat de k r i s t a l -
violet oplossing gedurende 15 minuten de gelegenheid 
heeft gehad de cellen op de plaatjes te kleuren, wordt ze 
afgegoten en worden de plaatjes een of twee maal ge-
spoeld met gebufferde zoutoplossing met een pH van 7,2. 
Eventueel aanwezige plaques ziet men nu als heldere 
vlekjes tegen een paars -b lauwe achtergrond. 
De virusverdunningen bij het beënten worden zo ge-
kozen dat er in een van de verdunningen tussen de 10 en 
100 plaques per plaatje aanwezig zijn. ledere v i ru sve r -
dunning wordt geënt op tenminste 3 plaat jes . Hiervan 
wordt het gemiddelde aantal plaques berekend. De t i te r 
wordt uitgedrukt in "plaque forming units (PFU)" per ml . 
3-3 Invloed van de samenstel l ing van de "over lay" 
Het voorschrif t voor de plaque tes t is tot stand ge -
komen aan de hand van de resul ta ten van verschi l lende 
proeven. In de ee r s t e plaats hebben wij nagegaan of 
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v a r i a t i e s in de s a m e n s t e l l i n g van de " o v e r l a y " van 
b e t e k e n i s w a r e n . 
Invloed van he t s e r u m . Om duide l i jke p l a q u e s te 
kunnen z i en m o e t de bodem van de p l a a t j e s a a n he t e inde 
van de i n c u b a t i e p e r i o d e , die in t o t aa l 9 of 10 dagen b e -
d r a a g t , nog vo l l ed ig m e t ce l l en bedek t z i jn . Wij hebben 
v e r g e l i j k e n d e p r o e v e n v e r r i c h t m e t " o v e r l a y s " die 
r e s p e c t i e v e l i j k k o n i j n e - , k a l f s - en foe taa l k a l f s s e r u m 
b e v a t t e n . I e d e r s e r u m w e r d g e b r u i k t in een c o n c e n t r a -
t ie van 2% en 5%. De f r a a i s t e c e l l a g e n w e r d e n v e r k r e g e n 
m e t g e ï n a c t i v e e r d foe taa l k a l f s s e r u m in een c o n c e n t r a t i e 
van 2%. S e r u m had g e e n invloed op de o p b r e n g s t van 
de p l a q u e s . In he t v e r v o l g w e r d 2% g e ï n a c t i v e e r d foe taa l 
k a l f s s e r u m g e b r u i k t . 
Invloed van c a r b o x y m e t h y l c e l l u l o s e . Wij hebben v e r -
ge l i jkende p r o e v e n v e r r i c h t m e t " o v e r l a y s " d ie r e s p e c -
t i eve l i j k 1/2% c a r b o x y m e t h y l c e l l u l o s e , 1/2% Noble a g a r 
en 3/4% Noble a g a r b e v a t t e n . De m o o i s t e c e l l a g e n w e r -
den w a a r g e n o m e n indien de " o v e r l a y " c a b o x y m e t h y l -
c e l l u l o s e b e v a t t e . C a r b o x y m e t h y l c e l l u l o s e w e r d doo r 
koken in op los s ing g e b r a c h t . De d u u r van he t koken had 
geen effect op he t a a n t a l p l a q u e s . Dit b l e e k uit p r o e v e n 
w a a r b i j r e s p e c t i e v e l i j k d r i e uur en z e v e n uu r w e r d g e -
kookt . Het g e b r u i k van gewone a g a r (Difco) l e idde tot 
een s l e c h t e c e l l a a g , zowel w a n n e e r d a a r i n p h e n o l r o o d 
w a s opge los t , a l s w a n n e e r in p l a a t s h i e r v a n m e t k r i s t a l -
v io l e t w e r d n a g e k l e u r d . 
Invloed van d i - e t h y l - a m i n o - e t h y l - ( D E A E ) - d e x t r a a n 
en s e m i c a r b a z i d e . V a h e r i (1967) zag een guns t ig effect 
op de p laque t e s t m e t r u b e l l a v i r u s in BHK-21 c e l l e n 
ind ien a a n de " o v e r l a y " D E A E - d e x t r a a n of s e m i c a r b a -
z ide in een e i n d c o n c e n t r a t i e van r e s p e c t i e v e l i j k 20 
m i c r o g r a m p e r m l en 2,5 m M p e r m l w e r d t o e g e v o e g d . 
Wij hebben een o n d e r z o e k v e r r i c h t n a a r he t effect van 
d e z e stoffen in de p laque t e s t in T-17 c e l l e n . Dezel fde 
c o n c e n t r a t i e s van D E A E - d e x t r a a n en s e m i c a r b a z i d e 
in de " o v e r l a y " w e r d e n door ons g e b r u i k t . Het a a n t a l 
p l a q u e s b l e e k n ie t toe te n e m e n . D a a r e n t e g e n w a r e n de 
p l a q u e s in aanwez ighe id van D E A E - d e x t r a a n m i n d e r 
f r a a i en w a s de ce l l aag in a a n w e z i g h e i d van s e m i c a r b a -
zide w a z i g e r . Op g rond h i e r v a n b e s l o t e n wij deze stoffen 
in onze p l aque t e s t n ie t te g e b r u i k e n . 
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3-4 Invloed van v i rusadsorp t ie en CC^-gehalte 
De adsorptiet i jd werd gevar ieerd van 5 tot 90 minu-
ten. Alle plaatjes werden met dezelfde dosis v i r u s s u s -
pensie beent en bij 37° in een CC^-stoof gefncubeerd. 
De uitkomsten zijn weergegeven in tabel 4. 
Tabel_4 
Invloed van de duur van v i rusadsorp t ie op de uitkomsten 
van de plaque tes t 
Adsorptieti jd in Opbrengst in aantal Gemiddeld 
inuten 
5 
10 
15 
20 
30 
45 
60 
90 
plaques 
29-36-43 
32-32-41 
34-36-38 
21-37-38 
31-34-37 
41-44-47 
38-41-44 
40-41-49 
36 
35 
36 
32 
34 2%3 
44 
41 
43 1/3 
Het v i rus adsorbee r t snel. Als men de hoeveelheid 
virus die na 90 minuten geadsorbeerd is , op 100% stelt , 
blijkt e r na een adsorpt ieper iode van 5 minuten reeds 
m e e r dan 80% van het virus geadsorbeerd te zijn. Onze 
bevindingen komen overeen met de resul ta ten van onder-
zoekingen met RK-13 cellen (Piotkin 1964). Uit deze 
onderzoekingen blijkt dat 90% van het v i rus na 30 tot 60 
minuten geadsorbeerd werd. Op grond van deze bevinding-
en hebben wij in het vervolg een adsorpt ieper iode van 
60 minuten aangehouden. 
Ook de invloed van de tempera tuur op de v i rusadsorp -
tie werd onderzocht. Wij hebben de adsorpt ie bij 37 
vergeleken met die bij 20°. De duur van adsorpt ie was 
60 minuten. Bij 37° werd een iets g ro te r aantal plaques 
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gevonden. Het ve rsch i l was echter niet significant. 
Vervolgens hebben wij onderzocht of een geringe 
var ia t ie in het C02-gehal te tijdens de incubatieperiode 
invloed had op de uitkomsten van de plaque tes t . Plaat jes 
die met een zelfde dosis vi rus waren beent, werden 
hierna gedurende 6 tot 7 dagen gei'ncubeerd in broed-
stoven met 3% en 5% CO2. De plaatjes die in een a tmos-
feer van 5% CO2 waren gei'ncubeerd, toonden een fraai-
e re cellaag en duidelijker afgetekende plaques. Boven-
dien werd hier in een iets g ro te r aantal plaques waarge -
nomen. Om deze reden werd ve rde r met een broedstoof 
met een CC^-gehalte van 5% gewerkt. 
3-5 Dosis -werkingsre la t ie 
Om de relat ie tussen de v i rusconcent ra t ie en het 
aantal plaques te bepalen, werden plaatjes met T-17 
cellen beent met tweevoudige verdunningen van een 1 op 
1000 verdunde v i russuspens ie . Voor iedere verdunning 
werden drie plaatjes gebruikt. De proef werd met twee 
verschi l lende v i russuspens ies ve r r i ch t . Figuur 1 en 2 
laten zien dat er een l ineair verband bestaat tussen 
vi rusconcentra t ie en het aantal plaques over een 16-
voudig concentra t ieverschi l . Dit l ineai re verband wijst 
erop dat één v i ruspar t ike l voldoende is voor een infectie. 
3-6 Reproduceerbaarheid 
Om de reproduceerbaarheid van de plaque tes t te 
bepalen werd een verdunning van een v i russuspens ie 
geënt op 27 plaatjes met T-17 cellen van eenzelfde 
batch. De proef werd uitgevoerd volgens de onder 3-2 
beschreven methode. Het gemiddelde en de s tandaard-
deviatie voor de proeven was 53,7 + 6,7 (12,5%) plaques 
per plaatje; de ui ters te waarden waren 39 en 65 plaques. 
Wij hebben ve rde r nagegaan in welke mate de t i ter 
v a r i e e r t tijdens proeven met eenzelfde v i russuspens ie 
op verschi l lende dagen. De gebruikte v i russuspens ie 
werd verdeeld over een groot aantal buisjes en bij -70° 
bewaard. Bij iedere proef werd een afzonderlijk buisje 
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fig. l en flg. 2. Dosis-werkingsrelatie van rubellavirus in de plaque test uitgevoerd met T-17 
cellen. 
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g e b r u i k t . V e r d e r w e r d e r g e b r u i k g e m a a k t van v e r s c h i l ­
l e n d e b a t c h e s Τ-17 c e l l e n die v e r s c h i l l e n d e a a n t a l l e n 
o m z e t t i n g e n h a d d e n o n d e r g a a n . De p r o e v e n s t r e k t e n 
z i c h uit o v e r e e n p e r i o d e v a n 9 m a a n d e n . De m e e s t e 
- e c h t e r n i e t a l l e - p r o e v e n w e r d e n u i t g e v o e r d d o o r d e ­
zelfde p e r s o o n . In t o t a a l w e r d e n 46 t i t r a t i e s v e r r i c h t . 
H e t g e m i d d e l d e en de s t a n d a a r d d e v i a t i e v o o r de t i t r a t i e s 
w a s 16,7 _+ 7,2 (42,8%) p l a q u e s p e r p l a a t j e ; de u i t e r s t e 
w a a r d e n w a r e n 37 en 5 p l a q u e s . 
Z o a l s te v e r w a c h t e n i s , z i jn de v a r i a t i e s v a n "dag 
to t d a g " g r o t e r d a n die op een d a g . Dit hangt v e r m o e d e ­
li jk s a m e n m e t v e r s c h i l l e n in g e v o e l i g h e i d t u s s e n v e r ­
s c h i l l e n d e b a t c h e s c e l l e n . Ook v a r i a t i e s in de h a n d e l i n g ­
en bij de u i t v o e r i n g v a n de p l a q u e t e s t s p e l e n h i e r b i j 
w a a r s c h i j n l i j k een r o l . Het i s du ide l i jk d a t bij v e r g e l i j ­
k e n d e o n d e r z o e k i n g e n bij v o o r k e u r de u i t k o m s t e n v a n de 
p r o e v e n die op één dag in deze l fde b a t c h T -1 7 c e l l e n zi jn 
ingeze t , in be schouwing m o e t e n w o r d e n g e n o m e n . 
3-7 Verge l i j k ing van de p laque t e s t m e t t i t r a t i e s in 
b u i z e n 
Om de p laque t e s t te t o e t s e n aan een a n d e r e m e t h o d e 
w e r d van eenze l fde v i r u s s u s p e n s i e de t i t e r b e p a a l d zowel 
m e t de p laque t e s t a l s m e t een e i n d p u n t t i t r a t i e u i t g e v o e r d 
in b u i z e n . De l a a t s t g e n o e m d e t i t r a t i e w e r d v e r r i c h t 
door de inhoud van e e n 250 m l K i m b l e - f l e s m e t goed 
g e g r o e i d e T -17 c e l l e n te t r y p s i n e r e n en d a a r n a te v e r d e -
l en o v e r 16 Rewin c u l t u u r b u i z e n . Als m e d i u m w e r d he t 
a a n k w e e k m e d i u m v o o r wee f se lkweek , g e n o e m d in 2 - 1 , 
g e b r u i k t . De b u i z e n w e r d e n na 5 dagen b e e n t m e t 0,2 m l 
van een 10-voudige v e r d u n n i n g s r e e k s van een v i r u s s u s -
p e n s i e . P e r ve rdunn ing zi jn 6 b u i z e n g e b r u i k t . Na 3 da -
gen w e r d een C P E z i c h t b a a r in de b u i z e n m e t de l a a g s t e 
v e r d u n n i n g e n . De kweek w e r d 14 dagen v o o r t g e z e t . B e -
r e k e n d v o l g e n s Reed en Muench (1938) w a s de t i t e r toen 
5 χ 105.o TCD^o/ml. De b u i z e n die g e e n C P E v e r t o o n d e n 
w e r d e n g e c e n t r i f u g e e r d en m e t 0,2 m l v a n de c e l f r a c t i e 
w e r d e n opnieuw b u i z e n m e t T - 1 7 c e l l e n b e e n t . Na d e z e 
p a s s a g e w e r d opnieuw de t i t e r b e r e k e n d v a n de v i r u s s u s ­
p e n s i e . D e z e w a s nu 5 χ 1θ6 T C D s o / m l . De t i t e r v a n de 
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vi russuspens ie bepaald volgens de plaque tes t was 
2,6 χ 10 6 P F U / m l . Hieruit blijkt, dat de plaque test, 
uitgevoerd volgens de boven beschreven methode, vol­
doende gevoelig is voor de t i t ra t ie van het door ons 
gebruikte v i rus . 
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HOOFDSTUK 4 
R E P L I C A T I E VAN RUBELLAVIRUS IN DIVERSE 
SOORTEN L E U C O C Y T E N K W E K E N 
4-1 In le id ing 
P u b l i c a t i e s o v e r de r e p l i c a t i e van r u b e l l a v i r u s in 
l e u c o c y t e n zi jn s c h a a r s . E r is b e s c h r e v e n dat r u b e l l a -
v i r u s uit de l e u c o c y t e n f r a c t i e van het p e r i f e r e b loed 
g e ï s o l e e r d kan w o r d e n bij p a t i ë n t e n m e t congen i t a l e r u -
b e l l a en bi j p a t i ë n t e n m e t v e r k r e g e n r u b e l l a (Heggie e. a. 
1964, M e l l m a n e . a . 1965, J a c k e . a . 1969) S i m o n s en 
J a c k (1968) hebben he t v i r u s uit een kweek van g e z u i v e r d e 
l y m f o c y t e n van p a t i ë n t e n m e t congen i t a l e r u b e l l a g e ï s o -
l e e r d . Van d r i e b a b y ' s m e t congen i t a l e r u b e l l a w e r d een 
g e z u i v e r d e l ymfocy tenkweek ingeze t . Met he t op de z e v e n -
de kweekdag g e o o g s t e m a t e r i a a l w e r d e n R K - 1 3 c e l l e n 
b e e n t Deze c e l l e n v e r t o o n d e n een C P E , da t g e n e u t r a l i -
s e e r d kon w o r d e n m e t a n t i s e r u m t e g e n r u b e l l a . 
Wij hebben o n d e r z o c h t of r u b e l l a v i r u s z i ch kan v e r m e -
n igvu ld igen in kweken van o n g e z u i v e r d e l e u c o c y t e n , g e -
z u i v e r d e lymfocy ten , g r a n u l o c y t e n en m o n o c y t e n . 
4 - 2 Invloed van v i r u s op l e u c o c y t e n 
Om een i n d r u k te k r i j g e n o v e r de o v e r l e v i n g v a n de in 
de kweken a a n w e z i g e c e l l e n w e r d e n in en ige p r o e v e n op 
v e r s c h i l l e n d e dagen de c e l l e n ge t e ld . De p r o e v e n w e r d e n 
v e r r i c h t m e t l e u c o c y t e n die n ie t m e t PHA w a r e n g e s t i -
m u l e e r d en w e l of n ie t m e t v i r u s w a r e n b e e n t . Aan de 
n ie t b e ë n t e b u i z e n w e r d w e e f s e l k w e e k m e d i u m a fkoms t ig 
van 3 - d a g e n - o u d e kweken van T- 17 c e l l e n t o e g e v o e g d . 
Voor i e d e r e te l l ing w e r d e n twee b u i z e n g e b r u i k t . H i e r v a n 
w e r d he t g e m i d d e l d e b e r e k e n d . l e d e r e b u i s b e v a t t e a a n -
vanke l i jk 2 m i l j o e n ce l l en . Dit a a n t a l is op 100% g e s t e l d . 
De t e l l i ngen w e r d e n u i t gevoe rd d o o r 0,1 m l c e l s u s p e n s i e 
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te m e n g e n m e t 0,9 m l van een 2% a z i j n z u u r op loss ing 
in fy s io log i sch zout . Met deze v e r s b e r e i d e s u s p e n s i e 
w e r d een t e l k a m e r vo lgens B ü r k e r - T u r k gevuld en de 
c e l l e n ge t e ld . Het t e l l e n van de v i t a l e c e l l e n g e s c h i e d d e 
doo r 0,1 m l c e l s u s p e n s i e te m e n g e n m e t 0,02 m l v a n een 
0,5% t r y p a a n b l a u w op loss ing in fy s io log i sch zout . Na 
t i en m i n u t e n i n c u b e r e n bij k a m e r t e m p e r a t u u r w e r d e n de 
c e l l e n ge t e ld . De u i t k o m s t e n van de p r o e v e n zi jn v e r m e l d 
in t a b e l 5. 
T a b e l 5 
Invloed van r u b e l l a v i r u s op he t a a n t a l l evende c e l l e n van 
l e u c o c y t e n k w e k e n 
P r o e f R u b e l l a v i r u s 
P e r c e n t a g e l e v e n d e c e l l e n op 
v e r s c h i l l e n d e d a g e n 1) 
O 2 ) 1 2 3 
+ 
.3) 
+ 
-
60 
61 
48 
44 
62 
50 
51 
56 
29 
24 
48 
45 
41 
33 
35 
44 
15 
13 
16 
20 
1/ l e d e r e bu i s b e v a t t e v ó ó r toevoeg ing van v i r u s 2 m i l -
j oen l e u c o c y t e n . Dit a a n t a l is op 100% g e s t e l d . 
¿) P e r c e n t a g e l evende ce l l en na v i r u s a d s o r p t i e en w a s s e n 
van kweken, r e s p e c t i e v e l i j k na o v e r e e n k o m s t i g e b e -
w e r k i n g e n v a n onbeën te l e u c o c y t e n k w e k e n . 
3) K w e e k m e d i u m van onbeënte T -17 c e l l e n . 
We z ien een ge l e ide l i j ke a fname v a n he t a a n t a l l evende 
c e l l e n . Op dag 4 vonden we nog 25 tot 40% v a n he t a a n t a l 
l e v e n d e ce l l en , dat na de v i r u s a d s o r p t i e en he t w a s s e n 
van de kweken , r e s p e c t i e v e l i j k na deze l fde b e w e r k i n g e n 
m e t de c o n t r o l e bu izen , aanwez ig w a s . Deze w a a r n e m i n g -
en s t e m m e n o v e r e e n m e t die van Rabinowi tz (1964) . 
E d e l m a n e. a. (1968) vonden een i e t s m i n d e r goede o v e r -
leving van de c e l l e n . In de l e u c o c y t e n k w e k e n die m e t v i -
r u s zi jn been t , z i en we geen v e r m i n d e r i n g van he t a a n t a l 
l evende c e l l e n ten opz ich te van de c o n t r o l e kweken . 
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T e r c o n t r o l e van de b e t r o u w b a a r h e i d van de te l l ing 
w e r d op dag 3 van de kweek he t a a n t a l l e v e n d e c e l l e n in 
10 b e ë n t e en 10 c o n t r o l e bu i zen g e t e l d . Voor de b e ë n t e 
b u i z e n -waren he t g e m i d d e l d e p e r c e n t a g e en de s t a n d a a r d -
dev i a t i e 25,9% + 5,9%, de u i t e r s t e w a a r d e n w a r e n 39% en 
19%. Voor de n ie t b e ë n t e l e u c o c y t e n k w e k e n w a r e n deze 
w a a r d e n 23,2% + 4,4% en 29% en 14%. Bij h e r h a l i n g van de 
dev i a t i e 26,7% + 4,8%, de u i t e r s t e w a a r d e n w a r e n 37% en 
23% v o o r beën te l e u c o c y t e n k w e k e n . Voor onbeën te kweken 
w a r e n deze w a a r d e n 30,6% + 6,7% en 4 1 % en 20%. Het 
v e r s c h i l in p e r c e n t a g e o v e r l e v e n d e c e l l e n t u s s e n b e ë n t e 
en onbeën te l e u c o c y t e n k w e k e n w a s n ie t s ign i f i can t . 
We m o g e n c o n c l u d e r e n dat r u b e l l a v i r u s g e e n aan toon -
b a r e invloed heeft op he t a a n t a l l evende c e l l e n in l e u c o c y -
t e n k w e k e n . 
4 - 3 R e p l i c a t i e in l e u c o c y t e n 
L e u c o c y t e n k w e k e n w e r d e n b e r e i d en b e e n t z o a l s v e r -
m e l d in 2-2 en 2 - 6 . De kweken w e r d e n op dag 0 ( d i r e c t na 
he t b e r e i d e n van de kweek) en op dag 4 (nadat de kweek g e -
d u r e n d e v i e r dagen w a s g e i n c u b e e r d ) been t m e t v i r u s . Da-
ge l i j k s of om de dag w e r d e n kweken g e o o g s t t e r bepa l ing 
van de v i r u s t i t e r (2-6) door ze in te v r i e z e n bi j - 7 0 ° . P e r 
m e e t p u n t w e r d e n twee bu i zen g e b r u i k t . Voor de t i t e r b e -
pal ing d i r e c t na de a d s o r p t i e w e r d e c h t e r een bu i s g e -
b r u i k t . De g e o o g s t e kweken van een p roe f w e r d e n m e e s t a l 
t e g e l i j k e r t i j d g e t i t r e e r d . P e r t e s tpun t w e r d he t g e o o g s t e 
m a t e r i a a l van twee b u i z e n gepoold . Van i e d e r e pool w e r -
den 10-voudige v e r d u n n i n g s r e e k s e n g e m a a k t . Van e lke 
v e r d u n n i n g w e r d 0,2 m l op een p laa t j e m e t T-17 c e l l e n 
g e ë n t . P e r ve rdunn ing w e r d e n twee p l a a t j e s g e b r u i k t . Van 
de v e r d u n n i n g e n m e t een te v e r w a c h t e n o p b r e n g s t van 10 
to t 100 p l a q u e s w e r d e n d r i e p l a a t j e s i n g e z e t . De v e r d u n -
n ingen w e r d e n g e m a a k t in een bad m e t i j s . De p r o e v e n 
•werden zowel m e t PHA g e s t i m u l e e r d e l e u c o c y t e n k w e k e n 
a l s m e t o n g e s t i m u l e e r d e kweken u i t g e v o e r d . V e r d e r w e r -
den zowel v e r s e a l s 4 - d a g e n - o u d e kweken g e b r u i k t . 
Een s a m e n v a t t i n g van de u i t k o m s t e n van de p r o e v e n 
is w e e r g e g e v e n in t a b e l 6 en 7. Omdat de l a a g s t e v i r u s -
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t i t e r s s t e e d s op dag 1 na v i r u s e n t i n g w e r d e n gevonden , 
is de t i t e r s t i j g i n g b e r e k e n d t en opz ich te van de t i t e r op 
dag 1 De hoogs te t i t e r s w e r d e n m e e s t a l op dag 3 of 4 
gevonden De v i r u s p r o d u c t i e is b e t r e k k e l i j k g e r i n g . De 
m a x i m a l e o p b r e n g s t w a s o n g e v e e r 17000 P F U p e r m l 
In één p roe f w e r d een 62-voudige t i t e r s t i j g i n g w a a r g e n o -
men , in de a n d e r e p r o e v e n een k l e i n e r e t i t e r s t i j g i n g . 
PHA had geen du ide l i jke en r e p r o d u c e e r b a r e invloed op de 
v i r u s p r o d u c t i e . Bij 1 van de 5 p r o e v e n m e t v e r s e l e u c o -
cy tenkweken w a s de m a x i m a l e v i r u s p r o d u c t i e in de g e -
s t i m u l e e r d e kweken g r o t e r dan dis in n ie t g e s t i m u l e e r d e 
kweken . In 2 p r o e v e n was het o m g e k e e r d e he t g e v a l . Bij 
de p r o e v e n m e t 4 - d a g e n - o u d e l e u c o c y t e n k w e k e n w e r d e r 
in g e s t i m u l e e r d e kweken m e e r v i r u s gevonden dan in n ie t 
g e s t i m u l e e r d e kweken . De v e r s c h i l l e n w a r e n e c h t e r g e -
r i n g . T e r i l l u s t r a t i e is in f iguur 3 en 4 he t v e r l o o p v a n 
de v i r u s t i t e r in l e u c o c y t e n k w e k e n van een donor w e e r g e -
g e v e n . 
Tabe l 6 
V e r m e n i g v u l d i g i n g van r u b e l l a v i r u s in v e r s e l e u c o c y t e n -
kweken 
M a x i m a l e v i r u s t i t e r 
N u m m e r p roe f 1) PHA 
Op dag T i t e r s t i j g i n g ¿) 
8 
3 
4 
4 
2 
2 
3 
3 
5 
5 
8 x 
6 x 
2 8 x 
6 2 x 
13x 
14x 
12x 
7 x 
3 x 
14x 
1 
2 
3 
4 
5 
+ 
+ 
+ 
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i ) 
2) 
De k w e k e n zi jn b e e n t m e t e e n m u l t i p l i c i t e i t v a n 0,5 
to t 1. De k w e k e n v a n de p r o e v e n 1, 2 en 3 w e r d e n 
d a g e l i j k s g e o o g s t g e d u r e n d e 7 of 9 dagen, d ie v a n 
p r o e f 4 op dag 1, 2, 3, 5, 7, 8 en 9, en die v a n p r o e f 
5 op dag 1, 3 en 5. 
V e r h o u d i n g t u s s e n de m a x i m a l e v i r u s t i t e r en de v i r u s -
t i t e r op dag 1 n a v i r u s e n t i n g . 
T a b e l 7 
V e r m e n i g v u l d i g i n g v a n r u b e l l a v i r u s in 4 - d a g e n - o u d e 
l e u c o c y t e n k w e k e n 
N u m m e r p r o e f ' P H A 
Maxim 
Ρ dag 
4 
2 
3 
1 
4 
3 
3 
3 
lale v i r u s t i t e r 
Ti i t e r s t i j g i n g ' 
40 χ 
2 6 x 
l x 
l x 
8 x 
5 x 
9 x 
5 x 
' De kweek in p r o e f 1 is b e e n t m e t e e n m u l t i p l i c i t e i t 
v a n 0,075, de k w e k e n in de p r o e v e n 2, 3 en 4 m e t een 
m u l t i p l i c i t e i t v a n 0,5 tot 0,7. De k w e k e n v a n de p r o e ­
v e n 1 en 3 w e r d e n d a g e l i j k s g e o o g s t g e d u r e n d e 7 tot 
5 dagen, d ie v a n p r o e f 2 op dag 1, 3, 5, 7 en 9 en die 
v a n p r o e f 4 op dag 1, 3 en 5. 
De v e r h o u d i n g t u s s e n de m a x i m a l e v i r u s t i t e r en de 
v i r u s t i t e r op dag 1 na v i r u s e n t i n g in p r o e f 1, 2 (+PHA), 
3 en 4. De v e r h o u d i n g t u s s e n de m a x i m a l e v i r u s t i t e r 
en de v i r u s t i t e r d i r e c t na de v i r u s a d s o r p t i e op dag 0 
in p r o e f 2 ( - P H A ) . 
2) 
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rubellQvirus t i ter 
(PFU/ml χ IO 3 ) 
rubellavirus t i t e r 
(PFU/ml x l O 3 ) 
2 3 4 5 6 7 
days after rubellavirus inoculation 
4 5 6 7 8 
days after rubellavirus 
9 IO 
inoculation 
,£. fig. 3. Vermenigvuldiging van rubellavirus in PHA-ge- fig- 4. Vermenigvuldiging van rubellavirus in PHA-ge-
^D stimuleerde en in ongestimuleerde kweken van verse stimuleerde en in ongestimuleerde kweken van 4-dagen-
leucocyten. oude leucocyten. 
Uit deze p r o e v e n m o g e n we c o n c l u d e r e n , da t e r in 
l e u c o c y t e n k w e k e n v e r m e n i g v u l d i g i n g van r u b e l l a v i r u s 
o p t r e e d t en da t PHA h i e r o p geen invloed u i toefent . 
4 - 4 R e p l i c a t i e in g e z u i v e r d e l y m f o c y t e n k w e k e n 
G e z u i v e r d e l ymfocy t enkweken w e r d e n b e r e i d en b e e n t 
zoa l s b e s c h r e v e n in 2 -4 en 2 - 6 . Ook deze kweken w e r d e n 
i ngeze t m e t en z o n d e r PHA. Ze w e r d e n zowel op dag 0 
a l s op dag 4 b e e n t . De z u i v e r h e i d s g r a a d v a n de lymfocy-
t enkweken v a r i e e r d e van 90 tot 98%. In de r e s t e r e n d e 
f r a c t i e b e v o n d e n z i ch g r a n u l o c y t e n en s o m s enke le m o n o -
cy ten . P e r t e s t p u n t w e r d he t g e o o g s t e m a t e r i a a l van 
twee b u i z e n gepoo ld . De g e b r u i k t e m e t h o d e n w a r e n ge l i jk 
aan die v o o r l e u c o c y t e n k w e k e n ( 4 - 3 ) . 
De r e s u l t a t e n van deze p r o e v e n z i jn w e e r g e g e v e n in 
t abe l 8 en 9- In t e g e n s t e l l i n g tot de bev ind ingen m e t l eu -
cocy t enkweken d a a l d e n de v i r u s t i t e r s in l ymfocy tenkweken . 
De t i t e r d a l i n g w e r d ook w e e r b e r e k e n d t en opz ich te van 
de t i t e r op dag 1 na v i r u s e n t i n g . PHA had g e e n du ide l i jke 
en r e p r o d u c e e r b a r e invloed op de u i t k o m s t e n . In s o m m i g e 
p r o e v e n d a a l d e de t i t e r s t e r k e r in o n g e s t i m u l e e r d e k w e -
ken dan in g e s t i m u l e e r d e kweken . In a n d e r e p r o e v e n w a s 
he t o m g e k e e r d e he t g e v a l . In éen p roe f (p roef no . 3 in 
t a b e l 8) w e r d e r na de d e r d e dag na v i r u s e n t i n g een g e -
r i n g e t i t e r s t i j g i n g w a a r g e n o m e n . De m a x i m a l e t i t e r w e r d 
b e r e i k t op dag 9. In de o v e r i g e p r o e v e n w a s de t i t e r op 
dag 6 of op l a t e r e dagen a l t i jd l a g e r dan die op dag 5. 
T e r i l l u s t r a t i e is in f iguur 5 en 6 he t v e r l o o p van de 
v i r u s t i t e r in l ymfocy tenkweken van een donor w e e r g e g e -
ven op deze l fde wi jze a l s die in f iguur 3 en 4. 
Om de v o o r t s c h r i j d e n d e dal ing van de v i r u s t i t e r in de 
l y m f o c y t e n k w e k e n b e t e r te kunnen i n t e r p r e t e r e n , h e b b e n 
we een o n d e r z o e k g e d a a n n a a r de o v e r l e v i n g van v i r u s 
in k w e e k m e d i u m , H a n k s ' op loss ing en E a g l e s m i n i m a l 
e s s e n t i a l m e d i u m . De m e d i a w e r d e n m e t 0,2 m l v i r u s -
s u s p e n s i e b e e n t en ge l 'ncubeerd in een stoof bi j 37° . Op 
z e s opeenvo lgende dagen w e r d de v i r u s t i t e r in de m e d i a 
b e p a a l d . De t i t e r v e r l i e p in a l l e g e v a l l e n a l s een l o g a -
r i t h m i s c h e a f s t e r v i n g s c u r v e . In k w e e k m e d i u m v e r l i e p 
de c u r v e m i n d e r s t e i l dan in de be ide a n d e r e m e d i a . In 
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f iguur 5 en 6 is h e t v e r l o o p v a n de v i r u s t i t e r in kweek-
m e d i u m •weergegeven. 
T a b e l 8 
V e r l o o p v a n de t i t e r na enting v a n r u b e l l a v i r u s in v e r s e 
ly mf о су t e n k w e k e n 
N u m m e r p r o e f ' P H A 
2) 
T i t e 
)ag 3 
12 χ 
1 3 x 
O x 
> 7 x 
1 9 x 
7 x 
O x 
O x 
1 8 x 
9 x 
l l x 
6 x 
r d a l i n g 2 ) 
Dag 5 
6 x 
3 8 x 
> 1 0 x 
> 7 x 
2 x 
4 x 
2 7 x 
5 5 x 
> 1 8 0 0 x 
2 0 0 x 
1 4 x 
1 3 x 
1) De k w e k e n v a n p r o e v e n 1, 3 en 5 w e r d e n b e e n t m e t 
e e n m u l t i p l i c i t e i t v a n 0,5 tot 0,8, d ie in p r o e f 2 m e t 
e e n m u l t i p l i c i t e i t v a n 0,075 en die in p r o e f 4 en 6 m e t 
e e n m u l t i p l i c i t e i t v a n 5. De k w e k e n v a n p r o e f 1 w e r d e n 
g e o o g s t op dag 1, 2 3, 4, 5, 6, 8, 9 en 11, die v a n 
p r o e f 2 d a g e l i j k s g e d u r e n d e 5 dagen, die v a n p r o e f 3 
op dag 1, 2, 3, 4, 5, 7, 9 en 12, d ie v a n p r o e f 4 en 6 
op dag 1, 3 en 5, en d ie v a n p r o e f 5 op dag 1, 3, 5 en 7. 
V e r h o u d i n g t u s s e n de v i r u s t i t e r op dag 3 of 5 en de 
v i r u s t i t e r op dag 1 n a v i r u s e n t i n g . 
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T a b e l 9 
V e r l o o p v a n de t i t e r na enting v a n r u b e l l a v i r u s in 4 - d a -
g e n - o u d e l y m f o c y t e n k w e k e n 
T i t e r d a l i n g 2 ) 
N u m m e r p r o e f 1) P H A 
+ 
-
+ 
-
+ 
-
+ 
-
Dag 2 < 
3 x 
l x 
2 x 
2 x 
7 x 
5 x 
3 x 
3 x 
э£ 3 D ag 4 of 5 
4 x 
3 x 
4 8 x 
5 x 
1 4 x 
25 χ 
3 x 
3 x 
W De kwreken in p r o e f 1 w e r d e n b e e n t m e t e e n m u l t i p l i -
c i t e i t v a n 0,2, d ie in p r o e f 2 en 4 m e t e e n m u l t i p l i c i -
t e i t van 5 en die in p r o e f 3 m e t e e n m u l t i p l i c i t e i t v a n 
1. De k w e k e n v a n de p r o e v e n 1 en 3 w e r d e n g e o o g s t 
op dag 1, 3 en 5, d ie v a n de p r o e v e n 2 en 4 op dag 1, 
2, 3 en 4. 
2 / De v e r h o u d i n g t u s s e n de v i r u s t i t e r op dag 2 of 3 en 
dag 4 of 5 e n e r z i j d s en de v i r u s t i t e r op dag 1 na 
v i r u s e n t i n g a n d e r z i j d s . 
Het b l i jkt da t de t i t e r s in de l y m f o c y t e n k w e k e n i e t s 
m i n d e r s n e l d a l e n dan die in m e d i u m . Dit zou k u n n e n 
wi jzen op e e n c o n s e r v e r e n d e w e r k i n g v a n de c e l l e n , i. c . 
l y m f o c y t e n , op de o v e r l e v i n g v a n r u b e l l a v i r u s . Dat de 
o v e r l e v i n g v a n v i r u s w o r d t b e v o r d e r d in a a n w e z i g h e i d 
v a n v o o r h e t b e t r e f f e n d e v i r u s g e v o e l i g e of ongevoe l ige 
c e l l e n of c e l e x t r a c t e n , is v o o r v e r s c h i l l e n d e v i r u s s e n 
b e s c h r e v e n . H e t i s e c h t e r ook m o g e l i j k da t r u b e l l a v i r u s 
op e e n of a n d e r e wi jze kan p e r s i s t e r e n in l y m f o c y t e n . 
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rubellavirus t i te r • 
( log 10 PFU/m I) 
4-
viral inactivation 
in medium 
2 3 4 5 6 7 
days af ter rubel lavirus inoculation 
fig. 5. Vermenigvuldiging van rubellavirus in PHA-ge-
stimuleerde en in ongestimuleerde kweken van verse 
lymfocyten en in groeimedium. 
rubel lav i rus t i t e r 
( log 10 PFU/m I) 
2 3 4 5 6 7 
days after rubellavirus inoculat ion 
fig. 6. Vermenigvuldiging van rubellavirus in PHA-ge-
stimuleerde en in ongestimuleerde kweken van 4-dagen-
oude lymfocyten en in groeimedium. 
Op g r o n d van de hoge v i r u s t i t e r s die na de a d s o r p t i e -
p e r i o d e en d a a g s na he t en ten in l y m f o c y t e n k w e k e n w o r -
den w a a r g e n o m e n , m o g e n we a a n n e m e n dat r u b e l l a v i r u s 
m e t l y m f o c y t e n g e a s s o c i e e r d i s . Wij h e b b e n di t v e r s c h i j n -
se l n a d e r b e s t u d e e r d en de " a d s o r p t i e " a a n l ymfocy ten 
v e r g e l e k e n m e t die aan l e u c o c y t e n . De p r o e v e n w e r d e n 
zowel bi j 4 ° a l s bi j 37° v e r r i c h t . Met b loed van deze l fde 
d o n o r w e r d e n l y m f o c y t e n - en l e u c o c y t e n k w e k e n i n g e z e t . 
De kweken w e r d e n b e e n t m e t eenze l fde h o e v e e l h e i d v i r u s 
z o a l s b e s c h r e v e n in 2 -2 , 2 -4 en 2 - 6 . E e n r e e k s b u i z e n 
w e r d g e d u r e n d e een uur bi j 4 ° ge l 'ncubeerd , een a n d e r e 
r e e k s bi j 3 7 ° . l e d e r e r e e k s w e r d v e r d e e l d in d r i e g r o e -
pen , i e d e r v a n twee bu i zen . De e e r s t e g r o e p b u i z e n w e r d 
d r i e m a a l g e w a s s e n , de tweede g r o e p vijf m a a l en de 
d e r d e g r o e p z e v e n m a a l . V e r v o l g e n s w e r d de inhoud v a n 
i e d e r e bu i s g e o o g s t z o a l s in 4 - 3 en 4 - 4 . Het g e o o g s t e 
m a t e r i a a l v a n i e d e r e g r o e p b u i z e n w e r d gepoold en g e t i -
t r e e r d . 
In de b u i z e n m e t l y m f o c y t e n k w e k e n die bi j 4 ° w a r e n 
ge i 'ncubeerd en d a a r n a d r i e m a a l g e w a s s e n , w e r d e n IO"* 
P F U v i r u s p e r m l aange toond . Dit wil z e g g e n da t m i n d e r 
dan 1% van de g e ë n t e v i r u s s u s p e n s i e m e t de c e l l e n g e -
a s s o c i e e r d w a s . Het p e r c e n t a g e d a a l d e tot 0 ,23% na vijf 
m a a l w a s s e n en tot 0, 12% na z e v e n m a a l w a s s e n . In l e u -
c o c y t e n k w e k e n w a s een i e t s h o g e r p e r c e n t a g e v i r u s m e t 
c e l l e n g e a s s o c i e e r d en w a r e n deze p e r c e n t a g e s r e s p e c -
t i eve l i j k 1%, 0,28% en 0,25%. Na incuba t i e bi j 37° w e r d 
m i n d e r v i r u s gevonden dan na i ncuba t i e bij 4 ° . 
Deze bev ind ingen wi j zen e r op dat e r ondanks "wassen 
r u b e l l a v i r u s m e t c e l l e n g e a s s o c i e e r d bli jf t . H i e r u i t mag 
n ie t g e c o n c l u d e e r d w o r d e n dat r u b e l l a v i r u s doo r m i d d e l 
van r e c e p t o r e n aan l ymfocy ten g e a d s o r b e e r d w o r d t . Na 
a d s o r p t i e o n t s t a a t b innen k o r t e t i jd e e n i r r e v e r s i e b e l e 
binding t u s s e n v i r u s en r e c e p t o r . Het v e r s c h i l in u i t -
k o m s t e n t u s s e n de p r o e v e n bi j 4 ° en 37° zou m i s s c h i e n 
g e d e e l t e l i j k v e r k l a a r d kunnen -worden d o o r w a r m t e - i n -
a c t i v e r i n g bij 3 7 ° . Het is ook d e n k b a a r dat e r in de e e r -
s te m i n u t e n van de i n c u b a t i e p e r i o d e , w a a r i n de a d s o r p t i e 
nog r e v e r s i b e l i s , bi j 37° p e n e t r a t i e en e c l i p s o p t r e d e n 
t en gevo lge w a a r v a n he t v i r u s n ie t m e e r a a n t o o n b a a r i s . 
P e n e t r a t i e van v i r u s v ind t in a l g e m e e n bij 37° p l a a t s , 
n ie t bij 4 ° . 
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4-5 Replicatie in monocytenkweken 
In kweek gebrachte monocyten veranderen vrijwel 
direct in macrofagen (Cohn e . a . 1965, Ling 1968). Kwe-
ken van monocyten worden daarom in het vervolg aange-
duid als macrofagenkweken. Macrofagenkweken werden 
bereid en beent zoals vermeld in 2-3 en 2-6. Zowel ve r se 
kweken als v ier-dagen-oude kweken werden met v i rus 
beent. P e r meetpunt werd het geoogste mate r iaa l van 
twee buizen gepoold. De gebruikte methoden waren gelijk 
aan die voor leucocytenkweken (4-3). 
De resul ta ten zijn weergegeven in tabel 10 en 11. 
Titerst i jgingen zijn weer berekend ten opzichte van de 
t i t e r op dag 1 na virusenting. De hoogste t i t e r s werden 
in ve r se kweken mees ta l op dag 3 of 5 bereikt , evenals 
het geval was bij proeven met leucocytenkweken. De 
virusproduct ie in macrofagenkweken, gemeten als de 
absolute opbrengst aan PFU per ml, is in het algemeen 
gro te r dan die in leucocytenkweken. De maximale v i r u s -
opbrengst va r i ee rde in 10 van de 15 proeven tussen de 
25. 000 en 100. 000 PFU per ml . In 4-dagen-oude kweken 
werden de hoogste v i rus t i t e r s bere ik t op dag 2 of 3 en 
va r i ee rde de maximale v i rusopbrengst in 5 van de 9 
proeven van 17. 000 tot 46. 000 PFU per ml. 
In tegenstell ing tot proeven met ve r se macrofagen 
werden in 4-dagen-oude kweken reeds een dag na v i r u s -
enting hoge v i rus t i t e r s gevonden. Dit kan wijzen op ve r -
snelde virusproduct ie in oudere kweken. Ter i l lus t ra t ie 
is in figuur 7 het verloop van de v i rus t i t e r in ve r se en in 
4-dagen-oude macrofagenkweken van eenzelfde donor 
weergegeven. In kweken met PHA werd minder v i rus ge-
vormd dan in die zonder PHA. De cellen in de kweken 
met PHA waren m e e r samengeklonterd en zagen er min-
der fraai uit. Dit zou de ger ingere v i rusopbrengst in deze 
kweken kunnen verk la ren . Vier proeven met v e r s e ma-
crofagenkweken en twee proeven met 4-dagen-oude m a c r o -
fagenkweken werden voortgezet gedurende 11 of mee r 
dagen na de virusent ing. In één proef van ieder van deze 
twee se r i e s werd na de zevende dag na virusenting op-
nieuw een t i terst i jging waargenomen. 
De met v i rus geïnfecteerde kweken zijn regelmatig 
onderzocht op de aanwezigheid van cytopathologische 
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verander ingen. In geen enkel geval werd een cytopatho-
logisch effect waargenomen. 
We mogen uit deze proeven concluderen dat rubel la-
v i rus zich kan vermenigvuldigen in macrofagen. De g ro -
te re v i rusopbrengst in macrofagenkweken in vergelijking 
met die in leucocytenkweken zou kunnen worden ve rk laa rd 
door aan te nemen dat de macrofaag het enige of belang-
rijkste celtype is waar in het v i rus zich kan vermenig-
vuldigen. In de leucocytenkweken waren per kweek min-
der macrofagen aanwezig dan in macrofagenkweken. 
4-6 Replicatie in granulocytenkweken 
Granulocytenkweken werden bereid en beent zoals 
beschreven in 2-5 en 2-6. De zuiverheid van deze kweken 
liet echter veel te wensen over en bedroeg 60 tot 85%. 
Behalve lymfocyten zagen we ook monocyten bij de over i -
ge cellen. Het betreft hier dus in feite leucocytenkweken 
met een verhoogd gehalte granulocyten. Wij hebben vijf 
proeven ve r r i ch t met granulocytenkweken van ve r sch i l -
lende donoren. Omdat granulocyten een kor te levensduur 
hebben -binnen dr ie dagen daalt het aantal overlevende 
cellen beneden 50% (Rabinowitz 1964, Edelman e. a. 1967, 
Willems e. a. 1969)- hebben wij al leen de uitkomsten van 
de ee r s t e 5 dagen na virusenting in beschouwing genomen. 
In twee proeven daalde de v i ru s t i t e r . In de overige dr ie 
proeven steeg de v i rus t i t e r (4- tot 7-voudig). Op grond 
van een vergelijking van deze uitkomsten met die van 
tabel 7 lijkt het niet aannemelijk dat granulocyten ve r -
antwoordelijk zijn voor de virusvermenigvuldiging die 
in leucocytenkweken is waargenomen. Het lijkt waar -
schijnlijk dat de virusproduct ie die in sommige granu-
locytenkweken werd gevonden, aan de aanwezigheid van 
macrofagen in granulocytenkweken moet worden toege-
schreven. 
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T a b e l 10 
V e r m e n i g v u l d i g i n g v a n r u b e l l a v i r u s in v e r s e m a c r o f a g e n -
k w e k e n 
N u m m e r p r o e f 1) P H A 
M a x i m a l e v i r u s t i t e r 
Op dag T i t e r s t i j g i n g ^/ 
1 - 6 12x 
2 - 3 72 χ 
3 - 5 3 6 x 
4 4 I 6 x 
5 3 l l x 
6 - 4 2 6 x 
7 7 3 1 x 
8 13 3 2 x 
9 + 5 13x 
10 + 3 15x 
11 - 3 2 8 x 
1 2 + 5 3 x 
13 - 5 l l x 
1 4 + 3 2 x 
1 5 - 3 8 x 
' De k w e k e n in de p r o e v e n w e r d e n b e e n t m e t 1,4 m i l j o e n 
P F U p e r b u i s . De kweken v a n de p r o e v e n 1, 2, 4, 5 en 
6 w e r d e n d a g e l i j k s g e o o g s t g e d u r e n d e 5, 6 of 9 dagen, 
die v a n p r o e f 7 op dag 1, 3, 4, 5, 6 en 10. De kweken 
v a n de p r o e v e n 8 tot en m e t 15 w e r d e n om de dag g e ­
oogs t g e d u r e n d e 7, 11, 13 en 15 d a g e n . 
¿) Verhoud ing t u s s e n de m a x i m a l e v i r u s t i t e r en de v i r u s -
t i t e r op dag 1 na v i r u s e n t i n g . 
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T a b e l 11 
V e r m e n i g v u l d i g i n g van r u b e l l a v i r u s in 4 - d a g e n - o u d e 
m a c rofag enkweken 
M a x i m a l e v i r u s t i t e r 
N u m m e r p r o e f 1/ PHA 
Op dag T i t e r s t i j g i n g w 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
-
-
-
-
-
-
-
-
_ 
3 
2 
2 
2 
1 
3 
8 
3 
3 
14x 
3 x 
10x 
4 x 
6 x 
3 x 
8 x 
2 8 x 
5 x 
1) De kweken in de p r o e v e n w e r d e n b e e n t m e t 1,4 m i l j o e n 
tot 2,7 m i l j o e n P F U p e r b u i s . De kweken v a n p roe f 1 en 
4 w e r d e n dage l i j k s g e o o g s t g e d u r e n d e 4 of 5 dagen , die 
van p roe f 2 op dag 1, 2, 3 en 6, die v a n p roe f 3 op dag 
1, 2, 3, 4 en 6, d ie van de p r o e v e n 5, 6, 7, 8 en 9 
w e r d e n om de dag g e o o g s t g e d u r e n d e 5, 11 of 13 dagen . 
W De v e r h o u d i n g t u s s e n de m a x i m a l e v i r u s t i t e r en de 
v i r u s t i t e r op dag 1 na v i r u s e n t i n g in p r o e f 1, 2, 3 en 6. 
De v e r h o u d i n g t u s s e n de m a x i m a l e v i r u s t i t e r en de 
v i r u s t i t e r d i r e c t na de v i r u s a d s o r p t i e op dag 0 in p roe f 
4, 5, 7, 8 en 9- Voor de l a a t s t g e n o e m d e p r o e v e n i s 
dag 0 - i n p l a a t s v a n dag 1- a l s v e r g e l i j k i n g s p u n t g e -
kozen o m d a t e r op dag 1 r e e d s v i r u s v e r m e n i g v u l d i g i n g 
had p l a a t s gevonden . 
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rubellavirus t i ter 
(PFU/ml xlO3) 
days after rubellavirus inoculation 
fig. 7. Vermenigvuldiging van rubellavirus in verse en in 4-dagen-oiide kweken van macro-
fagen. 
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4-7 Invloed van m u l t i p l i c i t e i t 
Tene inde de invloed van m u l t i p l i c i t e i t van infec t ie op 
de v i r u s o p b r e n g s t na te gaan w e r d e n l e u c o c y t e n k w e k e n 
van eenze l fde donor been t m e t een 10-voudige v e r d u n -
n i n g s r e e k s v a n een v i r u s s u s p e n s i e . De kweken w e r d e n 
b e r e i d en b e e n t z o a l s b e s c h r e v e n in 2 - 2 , 2 - 3 en 2 - 6 . De 
kweken zijn beë ind igd en i n g e v r o r e n op van te v o r e n v a s t -
g e s t e l d e t i j d s t i ppen . Bij de v i r u s t i t r a t i e is zovee l m o g e -
l i jk g e t a c h t he t g e o o g s t e m a t e r i a a l van een p roe f t e g e -
l i j ke r t i j d te t i t r e r e n . De r e s u l t a t e n v a n d e z e p r o e v e n zi jn 
v e r m e l d in t a b e l 12. De a b s o l u t e v i r u s o p b r e n g s t in k w e -
ken die m e t een l a g e r e m u l t i p l i c i t e i t z i jn b e e n t , is m i n -
d e r hoog dan in de kweken die b e e n t z i jn m e t een h o g e r e 
m u l t i p l i c i t e i t . De t i t e r s t i j g i n g in de e e r s t g e n o e m d e k w e -
ken is e c h t e r v e e l g r o t e r . V e r d e r v a l t de m a x i m a l e 
v i r u s o p b r e n g s t in d e z e kweken op een l a t e r t i j d s t i p . 
Ook m a c r o f a g e n k w e k e n van eenze l fde donor w e r d e n 
b e e n t m e t een 10-voudige v e r d u n n i n g s r e e k s van een v i -
r u s s u s p e n s i e en v e r d e r b e w e r k t z o a l s de b o v e n b e s c h r e -
ven l e u c o c y t e n k w e k e n . De bev ind ingen van de m a c r o f a -
genkweken z i jn w e e r g e g e v e n in t a b e l 13. In p l a a t s van de 
m u l t i p l i c i t e i t is de g e b r u i k t e v i r u s v e r d u n n i n g opgegeven , 
d a a r de m a c r o f a g e n k w e k e n n i e t b e t r o u w b a a r te t e l l e n zi jn . 
G e m a k k e l i j k h e i d s h a l v e w o r d t in he t v e r v o l g toch van m u l -
t i p l i c i t e i t g e s p r o k e n . De kweken m e t h o g e r e m u l t i p l i c i -
te i t v e r t o n e n he t r e e d s e e r d e r ( 4 - 5 ) b e s c h r e v e n p a t r o o n 
van v i r u s r e p l i c a t i e . In de p r o e v e n m e t l a g e r e m u l t i p l i -
c i t e i t is de m a x i m a l e v i r u s o p b r e n g s t ab so luu t g e n o m e n 
l a g e r , doch de t i t e r s t i j g i n g ( ten opz ich te van de v i r u s -
t i t e r op dag 1) i s h o g e r dan die in de p r o e v e n m e t h o g e r e 
m u l t i p l i c i t e i t . In de p r o e v e n m e t l a g e r e m u l t i p l i c i t e i t 
v a l t de m a x i m a l e v i r u s p r o d u c t i e op een l a t e r t i j d s t i p . 
In de m a c r o f a g e n k w e k e n zi jn de v e r s c h i l l e n in v i r u s -
p r o d u c t i e t u s s e n m e t hoge en l age m u l t i p l i c i t e i t b e ë n t e 
kweken s t e r k e r u i t g e s p r o k e n dan in de l e u c o c y t e n k w e k e n . 
4 - 8 Ve rband t u s s e n ant i s tof fen van de d o n o r en v i r u s r e -
p l i c a t i e 
Het w a s n ie t moge l i j k een v e r g e l i j k e n d o n d e r z o e k te 
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Tabel 12 
Invloed van multiplici tei t van virusinfect ie op de v i r u s -
opbrengst in leucocytenkweken 
Maximale v i rus t i t e r 
Nummer proef *•) Multipliciteit 
Op dag Ti ters t i jg ing ¿ / 
1 1 
0 , 1 
0 , 0 1 
0 , 0 0 1 
0 , 0 0 0 1 
1 
0 ,1 
0 , 0 1 
0 , 0 0 1 
0 , 0 0 0 1 
1 
0 , 1 
0 , 0 1 
0 , 0 0 1 
0 , 0 0 0 1 
3 
3 
3 
5 
5 
3 
3 
3 
5 
7 
3 
7 
5 
7 
5 
2 x 
1 0 x 
l l O x 
l l O x 
> 1 7 0 0 x 
> 
> 
3 x 
7 x 
5 8 x 
8 2 x 
350 χ 
0 x 
7 x 
45 χ 
350 χ 
330 χ 
' De kweken van proef 1, 2 en 3 werden geoogst op dag 
1, 3, 5 en 7. 
2/ Verhouding tussen maximale v i r u s t i t e r en de v i rus­
t i t e r op dag 1 na v irusent ing. 
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Tabel 13 
Invloed van de concentrat ie van de geënte v i russuspens ie 
op de v i rusopbrengst in macrofagenkweken 
Proef ' Virusverdunning ^) 
Maximale v i rus t i t e r 
Op dag Titersti jging ^) 
Onv 
1 
1 
1 
Onv 
1 
1 
1 
Onv 
1 
1 
Onv 
1 
1 
erdund 
10 
100 
1000 
erdund 
10 
100 
1000 
erdund 
10 
100 
erdund 
100 
100 
3 
5 
7 
5 
3 
5 
5 
5 
3 
5 
5 
5 
5 
11 
28x 
I60x 
390 χ 
7000 χ 
9x 
68x 
60 χ 
>180x 
23 χ 
57x 
> 20 χ 
66 X 
> 2800x 
> 800 χ 
1/ De kweken van proef 1 zijn geoogst op dag 1, 3, 5, 7 
en 9, die van de proeven 2 en 3 op dag 1, 3 en 5, die 
van proef 4 op dag 1, 3, 5, 7, 9, 11 en 13. 
' In plaats van de mult ipl ici tei t wordt de gebruikte vi­
rusverdunning opgegeven daar de macrofagenkweken 
niet betrouwbaar te tel len zijn. 
J/ Verhouding tussen de maximale v i r u s t i t e r en de vi­
r u s t i t e r op dag 1 na virusenting. 
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doen bi j s e r o n e g a t i e v e en s e r o p o s i t i e v e d o n o r e n t e n e i n d e 
g e g e v e n s te v e r k r i j g e n over e e n m o g e l i j k effect van de 
i m m u u n s t a t u s op de g e v o e l i g h e i d v a n l e u c o c y t e n v o o r 
r u b e l l a v i r u s . Al le d o n o r e n v a n wie l e u c o c y t e n w e r d e n 
g e b r u i k t , hadden h e m a g g l u t i n a t i e r e m m e n d e an t i s to f fen 
( t abe l 3). De t i t e r s v a n de h e m a g g l u t i n a t i e r e m m e n d e a n -
t i s tof fen v a n de d o n o r e n v a r i e e r d e n t u s s e n 8 en 512. De 
hoogte van de a n t i s t o f t i t e r b l e e k g e e n c o n s t a n c e inv loed 
te hebben op de v i r u s p r o d u c t i e . L e u c o c y t e n v a n d o n o r 
no . 3 ( m e t e e n a n t i s t o f t i t e r van 8) w e r d e n g e b r u i k t in 
p r o e f 2 van t a b e l 6 en p roe f 2 v a n t a b e l 10, t e r w i j l l e u c o -
cy ten van d o n o r no. 4 ( m e t e e n a n t i s t o f t i t e r v a n 512) in 
p roe f 1 van t a b e l 6 en p roe f 1 en 4 v a n t a b e l 10 w e r d e n 
g e b r u i k t . Verge l i jk ing van de u i t k o m s t e n l a a t z i en dat de 
v i r u s p r o d u c t i e in de l e u c o c y t e n van d o n o r no . 3 h o g e r i s 
dan die in de l e u c o c y t e n van d o n o r no . 4 . D a a r s t a a t t e -
g e n o v e r dat l e u c o c y t e n van d o n o r no . 1 m e t een an t i s tof -
t i t e r van 256 (p roef 3 van t a b e l 10) een h o g e r e v i r u s o p -
b r e n g s t g e v e n dan l e u c o c y t e n v a n d o n o r no . 5 m e t e e n 
a n t i s t o f t i t e r van 64 (p roef 5 van t a b e l 10). We m o g e n a a n -
n e m e n da t t i j dens de b e r e i d i n g van de k w e k e n de in he t 
b loed a a n w e z i g e an t i s to f fen d o o r w a s s e n w o r d e n v e r w i j -
d e r d . 
4 - 9 P e r c e n t a g e gef t i fec tee rde c e l l e n 
Het p e r c e n t a g e g e ï n f e c t e e r d e c e l l e n in l e u c o c y t e n k w e -
ken w e r d b e p a a l d d o o r na de a d s o r p t i e p e r i o d e een b e k e n d 
a a n t a l c e l l e n v a n de b e ë n t e kweek op p l a a t j e s m e t T -17 
c e l l e n te b r e n g e n en d a a r m e e de p l aque t e s t uit te v o e r e n . 
L e u c o c y t e n k w e k e n w e r d e n b e r e i d en b e e n t z o a l s v e r m e l d 
in 2-2 en 2 - 6 . Na de a d s o r p t i e p e r i o d e van een uur w e r -
den de c e l l e n z o a l s g e b r u i k e l i j k d r i e m a a l g e w a s s e n . 
D a a r n a w e r d 0,5 m l a n t i s e r u m a a n de c e l s u s p e n s i e t o e g e -
voegd . De t i t e r van de h e m a g g l u t i n a t i e r e m m e n d e a n t i -
stoffen van he t a n t i s e r u m was 1024. Het a n t i s e r u m w e r d 
v o o r g e b r u i k ge i ' nac t i vee rd . Na e e n uu r i n c u b e r e n bi j 37° 
w e r d e n de l e u c o c y t e n k w e k e n w e d e r o m d r i e m a a l m e t 
H a n k s ' op loss ing g e w a s s e n . Van i e d e r v a n de a l d u s b e -
hande lde kweken w e r d e n r e s p e c t i e v e l i j k 10 .000 , 1000 
en 100 l e u c o c y t e n op a f zonde r l i j ke p l a a t j e s m e t T -17 
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g e b r a c h t . Met deze p l a a t j e s w e r d de p laque t e s t v e r r i c h t 
z o a l s b e s c h r e v e n in 3 -2 . 
In t a b e l 14 zi jn de r e s u l t a t e n v a n d r i e van d e z e p r o e v e n 
w e e r g e g e v e n . Op g r o n d van de u i t k o m s t e n w e r d v o o r 
i e d e r e p roe f he t p e r c e n t a g e g e i n f e c t e e r d e l e u c o c y t e n b e -
r e k e n d . Het g e m i d d e l d e p e r c e n t a g e g e i n f e c t e e r d e c e l l e n 
van de d r i e p r o e v e n was 0,6%. T e r c o n t r o l e w e r d e n ook 
p l a a t j e s m e t T -17 c e l l e n v o o r z i e n van 10 .000 , 1000 en 
100 l e u c o c y t e n die a fkomst ig w a r e n van n ie t m e t v i r u s 
b e ë n t e kweken . Deze p l a a t j e s v e r t o o n d e n na u i t voe r ing 
van de t e s t g e e n p l a q u e s . 
4 -10 Invloed van a n d e r e l e u c o c y t e n op de v i r u s o p b r e n g s t 
in m a c r o f a g e n k w e k e n 
De b o v e n b e s c h r e v e n p r o e v e n hebben ge le id tot de con -
c l u s i e dat de m a c r o f a a g he t en ige of he t b e l a n g r i j k s t e c e l -
type i s , da t a a n s p r a k e l i j k is v o o r de r e p l i c a t i e van r u b e l -
l a v i r u s in l e u c o c y t e n k w e k e n . De v r a a g r i j s t nu of de o v e -
r i g e typen l e u c o c y t e n invloed hebben op de v i r u s r e p l i c a t i e . 
Van eenze l fde donor -werden l e u c o c y t e n - en m a c r o f a -
genkweken b e r e i d . Voor de m a c r o f a g e n k w e k e n w e r d de 
t e c h n i e k gevolgd die b e s c h r e v e n i s in 2 - 3 . Om de u i t k o m -
s t e n in m a c r o f a g e n - en l e u c o c y t e n k w e k e n b e t e r te kunnen 
v e r g e l i j k e n , w e r d e n v o o r de b e r e i d i n g v a n de l e u c o c y t e n -
kweken e v e n v e e l ce l l en , n a m e l i j k 10 mi l joen , a l s v o o r de 
b e r e i d i n g van de m a c r o f a g e n k w e k e n . De e e r d e r b e s c h r e -
ven p r o e v e n m e t l e u c o c y t e n k w e k e n (4-3) w e r d e n u i t g e -
v o e r d m e t 2 m i l j o e n ce l l en . O v e r i g e n s is de gevo lgde 
t e c h n i e k ge l i jk a a n die in 2 - 2 . De kweken w e r d e n been t 
m e t 0,2 m l van deze l fde v i r u s s u s p e n s i e . De kweken z i jn 
beë ind igd en i n g e v r o r e n op van t e v o r e n v a s t g e s t e l d e t i jd -
s t i ppen . De g e o o g s t e m a t e r i a l e n van een p roe f zi jn s t e e d s 
t e g e l i j k e r t i j d g e t i t r e e r d . De r e s u l t a t e n z i jn w e e r g e g e v e n 
in t a b e l 15. 
E r w e r d e n g e e n aanwi jz ingen gevonden da t de a a n w e -
z ighe id van l ymfocy ten of a n d e r e typen l e u c o c y t e n invloed 
u i toefende op de v i r u s p r o d u c t i e . De v i r u s o p b r e n g s t is 
s o m s g r o t e r in m a c r o f a g e n k w e k e n , s o m s in l e u c o c y t e n -
kweken . Wel m o e t w o r d e n o v e r w o g e n dat de k w e e k t e c h -
n iek n ie t g e h e e l ge l i jk i s . L e u c o c y t e n w o r d e n gekweek t 
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Tabe l 14 
P e r c e n t a g e g e ï n f e c t e e r d e c e l l e n na a d s o r p t i e van r u b e l -
l a v i r u s aan l e u c o c y t e n k w e k e n 
j- τ ι ι 1 \ P e r c e n t a g e g e i n -N u m m e r p r o e f L e u c o c y t e n k w e e k 1/
 r
 ,
 ö
 *?, r
 ' f e c t e e r d e c e l l e n 
1 1 0,5% 
2 1,8% 
3 0,5% 
4 0,7% 
G e m i d d e l d 0,9% 
2 1 0,2% 
2 0,2% 
3 0,2% 
4 0,2% 
Gemidde ld 0,2% 
3 1 0,6% 
2 0,6% 
3 0,6% 
4 0,6% 
1) 
G e m i d d e l d 0,6% 
L e u c o c y t e n k w e k e n w e r d e n b e e n t m e t r u b e l l a v i r u s . In 
i e d e r e p roe f w e r d e n v i e r b u i z e n m e t l e u c o c y t e n k w e k e n 
g e b r u i k t . Van e lke kweek w e r d e n - n a a d s o r p t i e en 
h i e r o p vo lgende incuba t i e m e t a n t i s e r u m - r e s p e c t i e v e -
l i jk 10. 000, 1000 en 100 c e l l e n geën t op p l a a t j e s m e t 
T -17 c e l l e n . Voor e lk van d e z e a a n t a l l e n c e l l e n w e r d e n 
d r i e p l a a t j e s g e b r u i k t . De g e m i d d e l d e p e r c e n t a g e s ge ïn-
f e c t e e r d e c e l l e n p e r kweek en p e r p r o e f w e r d e n b e r e k e n d . 
65 
Tabel 15 
Vergelijking van de replicat ie in leucocyten met die in 
macrofagen 
Nummer Samenstel - PHA Maximale v i r a s t i t e r 
proef 1) ling kweek^) 
Macro- Lymfo- Op dag Ti te r -
fagen cyten stijging ' ) 
1 M 
L 
2 M -
L 
3 M -
L + 
4 M -
L + 
5 M -
L + 
6 M -
L + 
' De proeven 1, 2, 3 en 4 zijn uitgevoerd met ve r se leu-
cocyten- en macrofagenkweken. De proeven 5 en 6 met 
4-dagen-oude leucocyten- en macrofagenkweken. De 
kweken van proef 1 werden geoogst op dag 1, 4 en 5, de 
kweken van de proeven 2, 3, 4, 5 en 6 werden om de 
dag geoogst gedurende 5, 7 of 13 dagen. 
' M = met rubel lavirus geiVifecteerde macrofagenkweken. 
L = met rubel lavirus geïnfecteerde leucocytenkweken. 
3) Verhouding tussen maximale v i rus t i t e r en v i rus t i t e r op 
dag 1 na virusent ing. In proef 5 deel 1 en in proef 6 
deel 1 de verhouding tussen de maximale v i rus t i t e r en 
de v i rus t i t e r op de dag van enting. 
5 
5 
3 
3 
5 
5 
3 
7 
3 
7 
3 
5 
138x 
33x 
5 x 
14x 
24x 
6x 
32 χ 
28x 
2x 
15x 
2x 
10x 
66 
in buizen die ver t i caa l staan, macrofagen in buizen die 
bijna horizontaal liggen. 
De vraag of lymfocyten invloed uitoefenen op de v i r u s -
opbrengst van macrofagen, werd ve rde r als volgt bes tu-
deerd . Macrofagenkweken werden bere id en beent vol-
gens de methode die beschreven is in 2-3 en 2-6. Gezui-
verde lymfocytenkweken werden bere id volgens de in 2-4 
beschreven methode. Macrofagen en lymfocyten waren 
afkomstig van dezelfde donor. Macrofagenkweken werden 
zowel met als zonder PHA ingezet. Ook de lymfocyten 
werden met en zonder PHA gebruikt . De macrofagenkwe-
ken werden beent met v i rus , lymfocyten niet. Nadat na 
de adsorpt ieper iode het niet geadsorbeerde virus was 
weggewassen werden de onbeënte lymfocyten aan de ma-
crofagenkweken toegevoegd. De kweken werden beëindigd 
en ingevroren op de in tabel 16 aangegeven dagen. 
Het blijkt dat de toevoeging van lymfocyten aan geïn-
fecteerde macrofagenkweken geen r ep roducee rba re in-
vloed heeft op de v i rusproduct ie . In sommige proeven 
was de virusproduct ie ger inger , in andere g ro te r . Toe-
voeging van PHA aan lymfocyten en macrofagen of al leen 
aan lymfocyten had evenmin een duidelijke en constante 
invloed op de v i rusproduct ie . Het is echter niet ui tgeslo-
ten dat lymfocyten toch een -zi j het mogelijk ger ing-
effect uitoefenen. In dr ie van de zes proeven waar in met 
PHA ges t imuleerde lymfocyten werden gebruikt, werd 
een ger ingere virusproduct ie waargenomen. In twee p roe -
ven (no. 5 en 6) werd geen noemenswaardige verminder ing 
gezien en slechts in een proef (no. 4) werd een verhoogde 
vi rusproduct ie vastgeste ld . Het is mogelijk dat ges t imu-
leerde lymfocyten de virusproduct ie r emmen en dat dit 
effect pas zichtbaar wordt indien het aantal proeven zou 
wo Men uitgebreid. Indien deze veronders te l l ing juist zou 
zijn, zou men t e r verklar ing hiervan ondermeer kunnen 
denken aan vorming van interferon door ges t imuleerde 
lymfocyten dat de virusvermenigvuldiging in de macrofa-
gen zou r emmen . 
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Tabel 16 
Vergelijking van macrofagenkweken met kweken van ma-
crofagen waaraan lymfocyten zijn toegevoegd 
Nummer Samenstel- PHA Maximale v i r u s t i t e r 
proef 1) ling kweek*"/ 
Macro- Lymfo- Op dag Ti te r s t i j -
fagen cyten ging ^' 
5 8 x 
+ 7 4 x 
3 12x 
+ 5 5x 
5 9 x 
+ 5 5 x 
5 43 χ 
+ 5 lOYx 
3 8x 
+ 4 6x 
3 4 x 
+ 5 4 x 
5 138x 
5 23x 
5 8 x 
5 23x 
1/ De kweken van de proeven 1, 2, 3, 5, 7 en 8 werden om 
de dag geoogst gedurende 5, 7, 9, 11 of 13 dagen, die 
van proef 4 op dag 1, 3, 4 en 5 en die van proef 6 op 
dag 1, 4 en 5. 
^) M = met rubel lavirus geïnfecteerde macrofagenkweken 
M + L = met rubel lavirus geïnfecteerde macrofagen-
M 
M + L 
M 
M + L 
M 
M + L 
M 
M + L 
M 
M + L 
M 
M + L 
M 
M + L 
M 
M + L 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
_ 
-
_ 
-
« 
-
_ 
-
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kweken waaraan onbeënte lymfocyten zijn toegevoegd. 
Verhouding tussen de maximale v i rus t i t e r en de v i ru s -
t i t e r op dag 1 na vi rus enting. 
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HOOFDSTUK 5 
DISCUSSIE 
Uit het onderzoek blijkt dat rubel lavirus zich kan ve r -
menigvuldigen in de leucocytenfractie van het per i fere 
bloed. Mellman e . a . (1965) wezen reeds op de repl icat ie 
van rubel lavirus in leucocyten. Zij basee rden dit echter 
op de langere overleving van het v i rus in leucocytenkwe-
ken in vergelijking met de overleving in kweekmedium. 
Een duidelijke v i rusve rmeerde r ing namen zij niet waar . 
Mellman en medewerkers gebruikten voor de v i rus t i t r a -
t ies een interferent iemethode. Voor het opzetten van 
leucocytenkweken gebruikten zij een aanzienlijk hogere 
dosis dextraan dan wij. Mogelijk is dit een verklar ing 
voor het achterwege blijven van een stijging van de v i r u s -
t i te r in hun proeven. Men zou zich kunnen voors te l len dat 
e r tengevolge van het dextraan een verminderde adsorpt ie 
of penetrat ie van het v i rus optreedt. 
Rubellavirus is ook in vivo in leucocyten gevonden. 
Heggie en Robbins (1964) toonden rubel lavirus aan in kwe-
ken van ges t imuleerde leucocyten van twee van 15 patiën-
ten met rubella. Jack en Grutzner (1969) vonden het v i rus 
in de leucocyten van 10 van 12 door hen onderzochte kin-
deren met congenitale rubella. Het grote versch i l in de 
percentages positieve bevindingen tussen deze twee on-
derzoeken is volgens de auteurs waarschijnli jk te wijten 
aan het wassen van de leucocyten door Jack en Grutzner . 
Daardoor worden namelijk neut ra l i serende anti l ichamen 
tegen rubel lavirus verwijderd. 
Wanneer we het kwantitatieve aspect van de vermenig-
vuldiging van rubel lavirus in leucocytenkweken verge l i j -
ken met dat van andere v i russen , consta teren we het 
volgende. Berg en Rosenthal f 196 1) vermeldden een maxi-
male vi rusproduct ie van l O ^ ' S TCD50 per ml voor ma-
zelenvirus in n ie t -ges t imuleerde kweken van leucocyten. 
Nahmias e . a . (1963) vonden een maximale virusproduct ie 
van 104>5 TCD50 per ml voor herpes s implexvirus in ge-
s t imuleerde leucocytenkweken. Bouroncle e . a . (1970) 
vermeldden een maximale opbrengst van lO^.S TCD50 per 
ml voor herpes s implexvirus in ges t imuleerde leucocyten-
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kweken , he t 100-voudige van de o p b r e n g s t in n i e t - g e s t i -
m u l e e r d e kweken . G r e s s e r en Chany (1964) vonden in 
n i e t - g e s t i m u l e e r d e l e u c o c y t e n k w e k e n een m a x i m a l e op-
b r e n g s t van 10">4 TCD5Q p e r m l v o o r p o l i o v i r u s . Soon-
t i ë n s ( І97З) vond v o o r dit v i r u s een m a x i m a l e p r o d u c t i e 
van 6,5 χ IO-" P F U p e r m l ; hi j vond g e e n v e r s c h i l in op­
b r e n g s t t u s s e n wel en n i e t g e s t i m u l e e r d e k w e k e n . D u c -
Nguyen e. a. (1966) n o t e e r d e n e e n m a x i m a l e o p b r e n g s t 
van 1,7 χ 10 P F U p e r m l v o o r b o f v i r u s in g e s t i m u l e e r d e 
l e u c o c y t e n k w e k e n . In n i e t - g e s t i m u l e e r d e k w e k e n z a g e n zi j 
d a a r e n t e g e n e e n l o g a r i t h m i s c h v e r l o p e n d e da l ing v a n de 
v i r u s t i t e r . 
Wij vonden v o o r r u b e l l a v i r u s in v e r s e l e u c o c y t e n k w e ­
ken e e n m a x i m a l e o p b r e n g s t v a n 1,7 χ 10^ P F U p e r m l 
en in de op dag 4 b e ë n t e kweken een m a x i m a l e p r o d u c t i e 
van 9 χ 103 P F U p e r m l . De o p b r e n g s t van r u b e l l a v i r u s 
blijft dus a c h t e r bij d ie v a n s o m m i g e v a n de h i e r b o v e n 
g e n o e m d e v i r u s s e n . T u s s e n wel en n i e t g e s t i m u l e e r d e 
k w e k e n w e r d d o o r ons g e e n duide l i jk v e r s c h i l in o p b r e n g s t 
w a a r g e n o m e n . 
R u b e l l a v i r u s v e r m e n i g v u l d i g d e z i c h in l e u c o c y t e n on­
g e v e e r e v e n s n e l of i e t s l a n g z a m e r d a n in k w e k e n v a n 
n i e r c e l l e n . In T-17 c e l l e n w e r d de m a x i m a l e t i t e r na 2 
à 3 dagen b e r e i k t (A. M e s , p e r s o o n l i j k e m e d e d e l i n g ) , in 
B H K - 2 1 c e l l e n na 2 tot 3 dagen ( V a h e r i e. a. 1967). 
Het p e r c e n t a g e g e ï n f e c t e e r d e c e l l e n van m e t r u b e l l a -
v i r u s ge l 'n fec tee rde ce lkweken w o r d t doo r d i v e r s e o n d e r -
z o e k e r s z e e r v e r s c h i l l e n d opgegeven . Sedwick en Sokol 
(1970) v i n d e n in m e t r u b e l l a v i r u s g e l n o c u l e e r d e kweken 
van BHK-21 c e l l e n na de a d s o r p t i e p e r i o d e 10% g e ï n f e c -
t e e r d e c e l l e n . Wong e. a. (1968) v inden s l e c h t s 3% v a n de 
B H K - 2 1 c e l l e n g e ï n f e c t e e r d na de a d s o r p t i e . 
Wij v inden in onze p r o e v e n , na beën t ing m e t een m u l -
t i p l i c i t e i t van 1, 0,2 to t 0,9% van de l e u c o c y t e n gel 'nfec-
t e e r d na de a d s o r p t i e p e r i o d e . Dit l age p e r c e n t a g e g e ï n -
f e c t e e r d e c e l l e n zou m i s s c h i e n v e r k l a a r d kunnen w o r d e n 
indien we a a n n e m e n dat a l l e e n of hoofdzake l i jk m o n o c y t e n 
gevoe l ig z i jn v o o r r u b e l l a v i r u s . T e r v e r g e l i j k i n g kan 
w o r d e n v e r m e l d , dat G r e s s e r en Chany (1964) 0 ,1% g e ï n -
f e c t e e r d e l e u c o c y t e n v inden in 4 d a g e n - o u d e l e u c o c y t e n -
kweken die d a a g s t e v o r e n m e t p o l i o v i r u s zi jn b e e n t . 
Soont iëns v indt d a a g s na beënt ing m e t p o l i o v i r u s 1% 
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geïnfecteerde cellen in ve r se leucocytenkweken. 
De uitkomsten van ons onderzoek wijzen er op dat 
niet de lymfocyt, m a a r de macrofaag verantwoordeli jk 
is voor de vermenigvuldiging van rubel lavirus in leuco-
cytenkweken. Dit lijkt niet in overeenstemming te zijn 
met de mededeling van Simons en Jack (1968), dat bij 
twee kinderen met congenitale rubella het v i rus kon wor-
den gei'soleerd uit kweken van gezuiverde lymfocyten uit 
het per i fere bloed. De lymfocyten van deze twee patient-
jes waren gedurende zeven dagen gekweekt en hadden een 
zuiverheidsgraad van 93% en van 99%. Simons en Jack 
wijzen er op dat in de door hen bere ide lymfocytenkweken 
andere cellen aanwezig zijn en dat het mogelijk is dat het 
v i rus hierui t afkomstig i s . 
In onze proeven konden we geen repl icat ie van rubella-
v i rus in lymfocyten aantonen. Pe r s i s t en t i e van het v i rus 
in de lymfocyten konden we echter niet uitsluiten. 
Vergelijken we de voor rubel lavirus gevonden re su l -
taten met hetgeen in gezuiverde lymfocytenkweken met 
andere v i russen gevonden is , dan blijkt dat vacciniavirus 
(Miller e. a. 1968), ves icula i r s tomat i t i sv i rus (Duc-
N g u y e n e . a . 1966, Edelman e. a. 1967) en gele koor t s -
v i rus (Wheelock e. a. 1970) wel in lymfocytenkweken r e -
pl iceren. De opbrengst in de met PHA ges t imuleerde kwe-
ken blijkt steeds een veelvoud te zijn van die in niet ges t i -
muleerde kweken. De uitkomsten van proeven met polio-
virus zijn tegenstr i jdig. Pol iovirus zou zich volgens 
Willems е. а. (1969) wel in lymfocytenkweken vermenig­
vuldigen, volgens Soontiëns en van der Veen (1973) echter 
niet. 
Dat de macrofaag als gas theerce l kan optreden voor 
v i russen , was reeds bekend. In ons labora tor ium werd 
dit door Eusta t ia aangetoond voor Sendai v i rus , ves icu-
la i r s tomat i t i sv i rus , reovi rus , muizen-hepat i t i sv i rus en 
mengovirus . Bij deze proeven werd gebruik gemaakt van 
macrofagen uit de peri toneale holte van muizen. Replica-
tie van v i rus in macrofagen uit per i feer humaan bloed is 
beschreven voor poliovirus door G r e s s e r e. a. (1964), 
Willems е. а. (1969) en Soontiëns (1973), voor ves icula i r 
s tomat i t i sv i rus door Edelman e . a . (1967) en voor gele 
koor tsv i rus door Wheelock e . a . (1969). De maximale 
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vi rusopbrengsten waren: 3,2 χ 10° TCD50 p e r ml voor 
ves icula i r s tomat i t i sv i rus (Edelman е. a. 1967) en 
3,2 χ 1 0 ° P F U per ml voor poliovirus (Soontiëns 1973). 
Wij vinden voor rubel lavirus een maximale opbrengst 
van 1,1 χ 10^ P F U per ml in macrofagenkweken, 
Inde op dag 4 beënte macrofagenkweken vinden we een 
snel ler optredende vi rusproduct ie dan in de v e r s e kweken. 
Als oorzaak hiervan zou genoemd kunnen worden een ve r -
hoogd ce lmetabol i sme. Daardoor t reed t e r in de gas t -
hee rce l een verhoogde aanmaak van RNA en proteine op. 
Vooral de verhoogde RNA-synthese is van belang voor 
een snelle v i rus rep l ica t i e (Cohn e . a . 1965). Dat het cel-
metabol isme van 2 en m e e r dagen oude macrofagenkwe-
ken duidelijk verhoogd is , is uit v roege re onderzoeking-
en bekend (Cohn e. a. I965, Mackaness 1967). Verder 
zou men zich voor kunnen stel len dat e r op macrofagen 
van 4-dagen-oude kweken een g ro t e r aantal receptoren 
aanwezig is , waardoor het v i rus gemakkeli jker wordt 
geadsorbeerd en er op een ee rde r t i jdstip v i rus kan wor-
den geproduceerd. 
De hemagglut ina t ie remmingst i te r van het se rum van 
de donor heeft geen duidelijke invloed op de maximale 
v i rusproduct ie . Dit wijs erop dat de in het bloed aan-
wezige antistoffen door het wassen van de cellen verwi j -
derd worden. 
De multiplici tei t van infectie heeft invloed op de ma-
ximale v i rusopbrengs t . Leucocyten- en macrofagenkwe-
ken die beent zijn met een lagere multiplici tei t , l everen 
een minder hoge maximale v i rusproduct ie op. De re la -
tieve maximale v i rusproduct ie , uitgedrukt in de t i t e r -
stijging, is echter veel g ro te r in de kweken beent met 
een lagere multiplici tei t . Tevens vinden we dat in kwe-
ken die m e t e e n lagere mult ipl ici t iet zijn beent, het tijd-
stip van maximale v i rusproduct ie l a t e r optreedt . Dit 
komt overeen met hetgeen men mag verwachten. 
Zoals we reeds vermeld hebben, z i j ne r geen duide-
lijke aanwijzingen dat rubel lavirus zich vermenigvuldigt 
in lymfocyten. Wel vinden we een be te re overleving in 
lymfocyten. Mogelijk berus t dit uitsluitend op een con-
serverende werking van de cellen of ce l res ten . Aan de 
andere kant is het niet uitgesloten dat rubel lavirus pe r -
s i s t ee r t in lymfocyten. 
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Bij p a t i ë n t e n m e t congen i t a l e r u b e l l a kan he t v i r u s 
lang p e r s i s t e r e n (L indqu i s t 1965, P i o t k i n 1967). Bij m e e r 
dan de helft van deze p a t i ë n t e n kan na een half j a a r , bi j 
s o m m i g e n nog na een j a a r na de g e b o o r t e v i r u s u i t s c h e i -
ding w o r d e n aange toond (Michae l s 1969). E r is ze l f s e e n 
p a t i ë n t van 29 j a a r m e t congen i t a l e r u b e l l a b e s c h r e v e n 
bij wie nog v i r u s u i t s c h e i d i n g v ia de u r i n e kon w o r d e n 
aange toond ( M e n s e r е. a. 1971). 
Het a a n t a l geiYifecteerde c e l l e n in foeten m e t c o n g e n i ­
t a l e r u b e l l a bl i jkt 1 : 1.000 tot 1 : 100.000 te zi jn (Rawls 
1968a). Tot de c e l l e n w a a r i n h e t v i r u s p e r s i s t e e r t , zou­
den ook l e u c o c y t e n en moge l i jk ook l y m f o c y t e n k u n n e n 
b e h o r e n ( J a c k e. a. 1969, S i m o n s e. a. 1968). Men n e e m t 
aan, da t m e t r u b e l l a v i r u s g e ï n f e c t e e r d e c e l l e n he t v i r u s 
o v e r d r a g e n op hun d o c h t e r c e l l e n en dat e r op deze wi jze 
k lonen van ge i 'n fec tee rde c e l l e n o n t s t a a n . Bij deze v o r m 
van o v e r d r a c h t van v i r u s van m o e d e r c e l op d o c h t e r c e l 
k r i j g e n de a n t i l i c h a m e n geen kans he t v i r u s te n e u t r a l i -
s e r e n v o o r d a t de n ieuwe cel b e s m e t r a a k t . Men v e r o n -
d e r s t e l t da t deze k lonen van g e ï n f e c t e e r d e c e l l e n m i n d e r 
l e v e n s v a t b a a r z i jn dan k lonen van n ie t g e ï n f e c t e e r d e c e l -
len; de v e r m e n i g v u l d i g i n g van c e l l e n van ge i 'n fec tee rde 
k lonen blijft a c h t e r bij die van a n d e r e k lonen (Naeye e. a. 
1965, Rawls 1974). Men mag a a n n e m e n dat de m e t 
r u b e l l a v i r u s ge i 'n fec teerde c e l l e n o p p e r v l a k t e - a n t i g e n e n 
b e z i t t e n die door he t v i r u s ge l 'nduceerd zi jn . De ge ïn f ec -
t e e r d e c e l l e n zi jn dus " v r e e m d " v o o r de g a s t h e e r . De 
v r a a g i s nu, w a a r o m deze c e l p o p u l a t i e s die a l s v e r b o d e n 
k lonen kunnen w o r d e n beschouwd , n ie t -worden o p g e r u i m d 
doo r he t c e l l u l a i r e i m m u u n a p p a r a a t . Dit zou kunnen w o r -
den t o e g e s c h r e v e n aan o n d e r d r u k k i n g v a n de c e l l u l a i r e 
i m m u n i t e i t doo r he t v i r u s . 
Het is moge l i j k dat de c e l l u l a i r e i m m u n i t e i t w o r d t 
o n d e r d r u k t d o o r een r e c h t s t r e e k s e w e r k i n g van r u b e l l a -
v i r u s op de lymfocy t . Het r u b e l l a v i r u s zou in de l ymfo -
cy tenpopu la t i e p e r s i s t e r e n in de v o r m van e e n " s t e a d y 
s t a t e " - c o m p l e x t u s s e n v i r u s en c e l l e n . H i e r b i j zi jn w e l -
i s w a a r a l l e c e l l e n g e ï n f e c t e e r d , m a a r p e r ce l w o r d e n 
s l e c h t s weinig v i r u s d e e l t j e s g e v o r m d , d ie moge l i j k door 
w a r m t e - i n a c t i v e r i n g a f s t e r v e n (Dulbecco 1965). Volgens 
de hypo the se van Rawls (1974) zou e r bij congen i t a l e 
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rubella een "s teady s t a t e " - complex bes taan. De t e r m 
gereguleerde infectie is misschien duidelijker dan 
"steady s t a t e " (Walker 1964). Het is ook denkbaar dat 
het v i rus een abortieve infectie van lymfocyten v e r o o r ­
zaakt, waarbij wel synthese van viruseiwitten, m a a r 
geen vorming van infectieuze v i ruspar t ike l s optreedt. 
E r zou dan een defect v irus gevormd worden. De onvol­
ledige v i russynthese zou echter wel in staat zijn de func­
tie van de lymfocyt te r e m m e n . Door ons is geen onder­
zoek v e r r i c h t om de beide veronders te l l ingen betreffende 
de re lat ie virus-lymfocyt te toetsen. Een andere moge­
lijkheid, namelijk een re lat ie tussen rubel lavirus en 
lymfocyten in de vorm van een "dependent" v i r u s - c e l 
complex (Dulbecco 1965, Temin e. a. 1972),is onwaar­
schijnlijk. Actinomycine-D, dat de t r a n s c r i p t i e blokkeert, 
en DNA-inhibitorenbli jken namelijk geen invloed te heb­
ben op de productie van rubel lavirus (Wong е. a. 1969, 
Sedwick e. a. 1970). 
Het is ook denkbaar dat rubel lavirus niet r e c h t s t r e e k s , 
m a a r op indirecte -wijze de functie van de lymfocyten on­
derdrukt . Wij hebben aangetoond dat er een duidelijke vi­
r u s v e r m e e r d e r i n g in macrofagen plaats vindt. Het is 
bekend dat de s t imuleerbaarheid van lymfocyten ver­
sterkt wordt door de aanwezigheid van macrofagen 
(Soontiëns en van der Veen 1973, Mims 1974, Allison 
1974). 
Men zou kunnen zeggen dat de macrofaag een soort 
"he lper" - functie uitoefent. Het is heel goed mogelijk dat 
de macrofaag ook de st imulering van lymfocyten door 
virusant igenen bevorder t . Aanwijzingen hiervoor zijn 
gevonden door Soontiëns en van der Veen (1973) in een 
onderzoek waarbij poliovirus gebruikt werd en door 
Finkei en Dent (1973) in een onderzoek met mazelen-
v i ru s . Men zou kunnen speculeren dat door de v i r u s -
vermenigvuldiging de "helper"- functie van de macrofaag 
onderdrukt wordt en dat dientengevolge de s t imuleer -
baarheid van de lymfocyten, respect ievel i jk de cel lulaire 
immuniteit , ve rminder t . Dit zou dan de v i rusper s i s t en t i e 
kunnen ve rk la ren . Mims (1974) heeft e r op gewezen dat 
geïnfecteerde macrofagen op andere wijze pe r s i s t e rende 
virusinfectie zouden kunnen bevorderen, namelijk door 
gestoorde productie van interferon, door gestoorde 
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f agocy tose van v i r u s en door p r o d u c t i e van in fec t i eus 
v i r u s . 
A l s m e n u i tgaa t v a n o n d e r d r u k k i n g van de l y m f o c y t e n -
funct ie via de m a c r o f a a g , zou m e n m o e t e n a a n n e m e n dat 
de m e e s t e m a c r o f a g e n g e ï n f e c t e e r d zi jn of da t s t a m c e l l e n 
van m a c r o f a g e n g e ï n f e c t e e r d z i jn . Men zou dan een a-
spec i f i ek v e r m i n d e r d e c e l l u l a i r e w e e r s t a n d v e r w a c h t e n 
zowel v o o r r u b e l l a v i r u s a n t i g e n e n a l s v o o r a n d e r e a n t i -
g e n e n . In een r e c e n t o n d e r z o e k (Kauffman 1974) is i n d e r -
daad gevonden da t bi j acu te r u b e l l a de " c e l l - m e d i a t e d 
i m m u n i t y " t i jde l i jk v e r m i n d e r d i s . 
O n d e r z o e k bi j p a t i ë n t e n m e t congen i t a l e r u b e l l a wi j s t 
ook in deze r i c h t i n g . De r e s p o n s van l ymfocy ten van p a -
t i ë n t e n m e t congen i t a l e r u b e l l a op PHA is v o l g e n s Olson 
e. a. ( 1967) en M o n t g o m e r y e. a. ( 1967) s t e r k v e r m i n d e r d . 
S imons en F i t z g e r a l d (1968) vonden d a a r e n t e g e n geen 
v e r a n d e r d e P H A - r e s p o n s e bi j p a t i ë n t e n m e t congen i t a l e 
r u b e l l a . Volgens de l a a t s t g e n o e m d e o n d e r z o e k e r s zou 
hun t e g e n g e s t e l d e bevinding v e r k l a a r d kunnen w o r d e n doo r 
he t g e b r u i k van een a n d e r e c o n c e n t r a t i e v a n P H A . Het is 
e c h t e r ook moge l i j k da t de d i s c r e p a n t i e b e r u s t op een 
v e r s c h i l in he t a a n t a l m a c r o f a g e n da t na de z u i v e r i n g in 
de l ymfocy t enpopu la t i e a c h t e r bl i jf t . White e. a. (1968) 
b e s c h r i j v e n een v e r m i n d e r d e " b l a s t - r e s p o n s e " van l y m -
focyten van p a t i ë n t e n m e t congen i t a l e r u b e l l a op v a c c i n i a -
v a c c i n . M i c h a e l s (1969) n a m een g e r i n g e s t o r i n g w a a r in 
de "de l ayed h y p e r s e n s i t i v i t y " r e a c t i e s van enige k i n d e r e n 
m e t congen i t a l e r u b e l l a . White e . a . (1968) v e r m e l d e n 
dat de s t o r i n g e n in de type IV r e a c t i e s n ie t m e e r kunnen 
w o r d e n w a a r g e n o m e n a l s de v i r u s u i t s c h e i d i n g is opge -
houden . 
E r zi jn ook in v i t r o p r o e v e n gedaan , w a a r b i j w e r d on-
d e r z o c h t of r u b e l l a v i r u s de r e s p o n s e van l ymfocy ten van 
n o r m a l e p e r s o n e n op PHA v e r a n d e r d e . Olson e . a . (1967) 
vonden een r e m m i n g van de P H A - r e s p o n s e door r u b e l l a -
v i r u s . Savel e n P h i l l i p s ( 1970) vonden een r e m m i n g van 
de P H A - r e s p o n s e doo r "wi ld" r u b e l l a v i r u s , e c h t e r n ie t 
door r u b e l l a v a c c i n . Deze bev ind ingen zi jn b e v e s t i g d doo r 
M c M o r r o w e. a. (1974) . Ook bi j deze in v i t r o bev ind ingen 
v r a g e n wij ons af wa t de invloed i s van de m a c r o f a g e n , 
die nog in d e z e l ymfocy tenkweken aanwez ig kunnen z i jn , 
op de r e l a t i e r u b e l l a v i r u s - l y m f o c y t . Al deze w a a r n e m i n g -
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en wijzen op een storing van de lymfocytenfunctie onder 
invloed van rubel lav i rus . Ze geven geen ui ts lui tsel over 
het machanisme hiervan. De vraag of het v i rus een 
r ech t s t r eeks effect op de lymfocyt uitoefent dan wel 
-zoals wij veronders te l l en- een indirect effect via de 
macrofaag, is door deze onderzoeken niet beantwoord. 
In ons onderzoek is slechts het aspect van de v i r u s -
repl icat ie in lymfocyt en macrofaag onderzocht. Wij 
hebben geen onderzoek ve r r i ch t naar het effect van ru-
bel lavi rus op lymfocyten. De hierbovengenoemde be-
schouwing is speculatief. Wel mogen we stellen dat onze 
bevindingen niet in stri jd zijn met de hypothese dat een 
eventueel effect van rubel lavirus op de cel lula i re immu-
niteit via de macrofaag tot stand komt. Pas door onder-
zoek naar het effect van rubel lavirus op de st imulat ie 
van lymfocyten en naar de betekenis van de macrofagen 
hierbij kan nadere opheldering worden ve rkregen inzake 
deze veronders te l l ingen. 
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SAMENVATTING 
Uit d iverse onderzoekingen blijkt dat de cel lulaire 
immuniteit een functie heeft bij de afweer tegen v i rus­
infecties. Aangezien er bij congenitale rubella sprake is 
van een p e r s i s t e r e n d e virusinfectie, kan men zich af­
vragen of deze v i ruspers i s tent ie het gevolg is van een 
storing in de cel lulaire immunitei t . Omdat lymfocyten 
en macrofagen de belangri jkste celtypen zijn die een rol 
spelen bij de cel lulaire immuniteit, onderzochten wij of 
deze soorten cellen gevoelig zijn voor rubel lavirus, 
waarbi j v i rusrep l ica t ie als c r i t e r i u m werd genomen. 
Virus t i t ra t ies werden uitgevoerd met een plaque test, 
waarbi j gebruik gemaakt werd van T-17 cellen. Deze 
cellijn werd te Tilburg ontwikkeld uit konijneniereel len. 
De plaque t e s t was goed r e p r o d u c e e r b a a r . Met behulp 
hiervan werd een pract i sch rechtevenredige dosis-
responscurve gevonden. De gevoeligheid van de plaque 
t e s t was ongeveer gelijk aan die van een eindpunttitratie 
in buizen. 
In v e r s e , zowel als in 4-dagen-oude leucocytenkweken 
kon repl icat ie van rubellavirus worden waargenomen. 
De maximale v i rusopbrengst was 1,7 χ 10^ P F U p e r ml. 
Toevoeging van PHA had geen invloed op de v i rusproduc­
t ie . 
In proeven met gezuiverde lymfocyten zagen we een 
voortgaande t i terdal ing. In 4-dagen-oude lymfocytenkwe-
ken was de overlevingsduur van het v i rus iets langer dan 
in v e r s e kweken. In lymfocytensuspensies die gedurende 
één uur met rubel lavirus waren geincubeerd en vervol-
gens herhaalde malen waren gewassen, werd een geringe 
hoeveelheid rubel lavirus aangetoond. Dit wijst op a s so -
ciatie tussen rubel lavirus en lymfocyten. 
In ve r se en in 4-dagen-oude macrofagenkweken t rad 
virusproduct ie op met een maximale v i rusopbrengst van 
1,1 χ 10-> P F U p e r ml. De v i rusproduct ie kwam in 4-
dagen-oude macrofagenkweken e e r d e r op gang dan in 
v e r s e kweken. Toevoeging van PHA aan macrofagenkwe­
ken r e s u l t e e r d e in minder goede v i rusproduct ie . Toe­
voeging van lymfocyten aan geiïifecteerde macrofagen-
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kweken had geen du ide l i jke inv loed op de v i r u s p r o d u c t i e . 
W a n n e e r d e z e kweken l a n g e r w e r d e n v o o r t g e z e t , b l e e k 
he t v i r u s in de kweken w a a r a a n l y m f o c y t e n w a r e n t o e g e -
voegd, l a n g e r te o v e r l e v e n . 
De h o e v e e l h e i d v i r u s d ie in l e u c o c y t e n en m a c r o f a g e n -
kweken w e r d g e v o r m d , v a r i e e r d e in v e r s c h i l l e n d e p r o e -
v e n . De v i r u s p r o d u c t i e w a s n i e t a fhankel i jk van de t i t e r 
van de h e m a g g l u t i n a t i e r e m m e n d e an t i s tof fen van de donor 
van wie b loed w e r d g e b r u i k t . 
E r w e r d een o n d e r z o e k v e r r i c h t n a a r d e invloed van 
de m u l t i p l i c i t e i t op de v i r u s p r o d u c t i e . Het b l e e k da t bi j 
in fec t ie van c e l k w e k e n m e t e e n l age m u l t i p l i c i t e i t de 
m a x i m a l e v i r u s p r o d u c t i e op een l a t e r t i j d s t i p v i e l dan 
bi j in fec t ie m e t een hoge m u l t i p l i c i t e i t . 
Door m i d d e l van " in fec t ious c e n t e r " b e p a l i n g e n kon 
w o r d e n v a s t g e s t e l d da t e r d i r e c t na de a d s o r p t i e van v i -
r u s a a n l e u c o c y t e n k w e k e n s l e c h t s 0,2 to t 0,9% van de 
c e l l e n g e ï n f e c t e e r d w a s . Dit w i j s t e r op da t e r in ge l ï i fec -
t e e r d e l e u c o c y t e n k w e k e n v e r m o e d e l i j k s l e c h t s in e e n 
k l e i n g e d e e l t e van de c e l l e n v i r u s v e r m e n i g v u l d i g i n g p l a a t s 
v ind t . 
In hoofds tuk 5 w o r d t a a n d a c h t b e s t e e d aan t h e o r i e ë n 
t e r v e r k l a r i n g van de p e r s i s t e n t i e van r u b e l l a v i r u s bi j 
congen i t a l e r u b e l l a . E e n van de v e r o n d e r s t e l l i n g e n i s da t 
de c e l l u l a i r e i m m u n i t e i t t en gevo lge v a n r u b e l l a v i r u s on-
d e r d r u k t w o r d t . De v r a a g of infec t ie van m a c r o f a g e n 
m e t r u b e l l a v i r u s h i e r v o o r v e r a n t w o o r d e l i j k zou kunnen 
zi jn, w o r d t b e s p r o k e n . 
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SUMMARY 
Cellular immunity is thought to be an important factor 
in the defence against v i ra l infections. As in cases of 
congenital rubella there is a p e r s i s t e n t v i ra l infection, 
it is reasonable to expect that this v i ra l p e r s i s t e n c e 
underl ies a dis turbance in cel lular immunity. In cel lular 
immunity there is an interaction between lymphocytes and 
macrophages . Thus we studied the propagation of rubella 
v irus in these two kinds of ce l l s . 
F i r s t we developed a plaque assay for the quantifica­
tion of rubella v i r u s . In this assay T-17 cells -a rabbit 
kidney cell l ine, which was s tar ted at Tilburg- were 
used. The plaque assay proved to give a good reproduci­
bility and dose-response and yielded resul t s in good 
agreement with the endpoint method. 
F r e s h as well as 4-day-old leucocyte cul tures produced 
repl icat ion of rubella v i rus . Maximal v i ra l production 
was 1,7 χ 104 P F U / m l . Addition of phytohemagglutinin 
to the cul tures did not yield enhanced v i ra l production. 
In purified lymphocyte cultures no v i ra l production 
was demonstrab le . In 4-day-old lymphocyt cul tures the 
survival of rubella v i rus was somewhat longer than in 
fresh cul tures , although these cul tures demonstra ted a 
s tarvat ion curve too. The cultured lymphocytes were 
proved to associate with rubella v i r u s . 
In fresh as well as in 4-day-old macrophage cul tures 
a good v i ra l repl ication was observed. Maximal v i ra l 
production was 1,1 χ 10^ P F U / m l . Product ion in 4-day-
old cul tures s tar ted e a r l i e r than in fresh macrophage 
cu l tures . Addition of phytohemagglutinin to macrophage 
cul tures resul ted in decreased v i r a l production. When 
not-inoculated lymphocytes were added to inoculated 
macrophage cul tures after v i ra l adsorption, the v i ra l 
production in the macrophage cul tures did not significant­
ly change for the f irst five days. In the cul tures which 
were continued longer there was a bet ter survival in the 
ones containing lymphocytes. 
In both the leucocyte and macrophage cul tures there 
was no influence of the hemagglutination inhibition t i t e r 
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of the leucocyte donor on the v i ra l production. 
A lower multiplicity of vi ra l infection resul ted in a 
l a t e r manifestation of the maximum vi ra l production. 
Only a smal l fraction of the cultured leucocytes 
supported v i ra l multiplication. In the infection centre 
assay this fraction was shown to be 0,2 to 0,9% i m m e -
diately after v i ra l adsorption. 
We discussed the hypothesis that there may be an 
indirect -a macrophage mediated- inhibitory effect on 
the lymphocyte function, resulting in immunosuppress ion. 
Much sti l l r emains to be learned about these macrophage-
lymphocyte in terac t ions . 
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STELLINGEN 
I 
Alvorens tot vaccinatie tegen rubella over te gaan, dient er eerst te 
worden bepaald of er specifieke antistoffen in het serum zijn. 
(Davis e.a. 1971 J.A.M.A. 215 600) 
II 
Bij de bepaling van specifiek IgM in het serum met behulp van im-
munofluorescentie technieken kan eventueel aanwezig specifiek IgG 
vals positieve reacties veroorzaken. 
(Ankerst e.a. 1974 J. Infect. Diseas 130 268) 
III 
Behandeling van patiënten met gentamycine zonder bepaling van de 
serumspiegel is obsoleet. 
(Kaye e.a. 1974 J. Infect. Diseas. 130 150) 
IV 
Burkitt-tumoren worden niet uitsluitend door Epstein-Barr virus ver-
oorzaakt. 
(Kufe e.a. 1973 Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 70 737) 
V 
Multipele sclerose wordt niet veroorzaakt door mazelenvirionen. 
(Haire e.a. 1973 Brit. Med. J. ii 612) 
VI 
Een positieve reactie op Australiëantigeen wijst zowel op de aanwezig-
heid van serumhepatitisvirus als van leverantigenen in het serum. 
(Jansz en Van der Veen 1974 Boll. Ist. Sieroter. Milanese 53 229) 
VII 
Na een bloedtransfusie kan serumhepatitis optreden ondanks een ne-
gatieve reactie op Australiëantigeen in het bloed van de donor. 
(Hollinger e.a. 1973 New. Eng. J. Med. 289 385) 
Vili 
De nitroblauwtetrazoliumtest is een onbetrouwbare parameter voor de 
aanwezigheid van bacteriële infecties. 
(Stiegbigcl e.a. 1974 New Eng. J. Med. 290 235) 
IX 
Het optreden van bacteriële en schimmel infecties na toediening van 
tetracyclinen kan berusten op verstoring van de niet-specifieke cellu-
laire afweer. 
(Forsgren e.a. 1974 J. Infect. Diseas. 130 142) 
Χ 
Een phenylalaninegehalte in het bloed van 10 mg% (0,61 mmol/1) op 
de achtste dag post partum is meestal het gevolg van een voeding die 
rijk is aan aminozuren. 
(Holtzman e.a. 1974 J.A.M.A. 229 667) 
XI 
Door het niet verplicht stellen het drinkwater te fluorideren, stelt de 
overheid zich verantwoordelijk voor het optreden van tandbederf. 
(Bulletin Staatstoezicht op de Volksgezondheid jan. 1971) 
XII 
In Westeuropa is een optimale geneeskundige verzorging gegaran­
deerd zolang er artsen als vrije ondernemers werkzaam zijn. 
(Structuurnota Gezondheidszorg 1974) 
XIII 
De beeldkenmerken van de staalblauwe variëteit van de postzegels van 
de platen 1 en 2 van de 5-cents postzegel van de eerste emissie van 
Nederland zijn een gevolg van slijtage der platen. 
(Speciale catalogus van de postzegels van Nederland en overzeese 
rijksdelen) 


